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The marine bacterium Phaeobacter inhibens DSM 17395, formerly Phaeobac-
ter gallaeciensis, belongs to the Roseobacter clade and was analysed regarding
its genotype  consisting of the chromosome and three extrachromosomal el-
ements  and phenotype. The extrachromosomal elements are classiﬁed as
chromids, formerly plasmids.
First, the extrachromosomal elements of diﬀerent species within the Roseobac-
ter clade were genotypically studied regarding their signiﬁcance for the forma-
tion of bioﬁlms and phenotypically tested via bioﬁlmassays. Second, the phe-
notypical MicroArray technique (PM, Biolog Inc.) was applied for evaluating
Phaeobacter inhibens DSM 17395 and its three chromid mutants: (1) without
the 262 kb chromid, (2) without the 65 kb chromid as well as (3) the double
mutant without the 262 kb and the 65 kb chromid. Third, the evaluation of
the PM was conducted by means of a discriminant analysis through the selec-
tion of chromid mutants. Thus it was possible to draw conclusions regarding
the importance of the chromids for bioﬁlm formation, the metabolism and the
tolerance against diﬀerent chemicals. The phenotypical MicroArray technique
is a method that works indirectly.
One ﬁnding was the noticeable geno- and phenotypical relevance of the
biggest and especially the smallest chromid for bioﬁlm formation as a promi-
nent characteristic of P. inhibens DSM 17395, even within the Roseobacter
clade. Further ﬁndings regarding the primary and secondary metabolism of
P. inhibens DSM 17395 were made using the PM technique. This includes
metabolism pathways like the Entner Doudoroﬀ pathway or the citric acid
cycle, as well as new ﬁndings regarding the fermentation and degradation pro-
cesses.
The chemicals tolerated due to the genetic information of the chromids of P.
inhibens DSM 17395 yielded a broad spectrum of 164 diﬀerent substances be-
longing to the classes of biocides, metabolites, secondary metabolites,
amino acids in conjunction with the pH-value scope, aromates, inor-
ganic substrates, halogenated substrates, psychotropic drugs, anti-
septic agents and cytostatic drugs of the subclasses alkylating agents,
antimetabolites and antibiotics. Among the considered chemical substrates
there are highly toxic ones like Hexachlorophene, whose degradation prod-
uct (2,3,7,8-substituted tetrachlorinated Dibenzo-p-dioxine) is classiﬁed as the
most toxic synthesized substance to date. Numerous chromid-coding multi-
drug- and pheromone transporter, chromi localized regulators as well
as multiple antibiotic resistant regulators are encoded in the genome of
P. inhibens DSM 17395. These genome sequences may be responsible for the
tolerance of the marine bacterium towards the numerous chemical substances
listed above. In addition, the presence of the big 262 kb chromid in combina-
tion with the small 65 kb chromid seems to have an important role. In cetrain
cases, non-standard reactions took place, where the bacterium without the
speciﬁc chromid reacted more intensively or rather was more resistant. This
reaction could have been triggered by the speciﬁcly substance, respectively
living condition, which stimulates the bacterium to use metabolism pathways
irrelevant under normal conditions.
Studies regarding nearly all tested chemical as well as pharmaceutical sub-
stances have been conducted and verify the presence of the often toxic sub-
strates in diﬀerent parts of the ocean. Therefore a drug tolerance seems to be
important for the survival of the marine bacterium.
Roseobacter, drugs, phenotype MicroArray, marine biology, metabolism
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Zusammenfassung
Das Meeresbakterium Phaeobacter inhibens DSM 17395, ehemals Phaeobac-
ter gallaeciensis, gehört der Roseobacter -Klade an und wurde ausgehend vom
Genotyp  einem Chromosom und drei extrachromosomale Elementen  auf
seinen Phänotyp hin untersucht. Die extrachromosomalen Elemente, ehemals
Plasmide, sind als Chromide klassiﬁziert.
Die extrachromosomalen Elemente von unterschiedlichen Spezies innerhalb
der Roseobacter -Klade wurden zunächst bezüglich ihrer Bedeutung für eine
Bioﬁlmbildung genotypisch untersucht und phänotypisch mittels Bioﬁlmassays
getestet. Für Phaeobacter inhibens DSM 17395 und drei Chromid-Mutanten
des Bakteriums: (1) ohne das 262 kb-Chromid, (2) ohne das 65 kb-Chromid so-
wie (3) der Doppelmutante ohne das 262 kb- und das 65 kb-Chromid, wurde die
phänotypischen MicroArray-Technik (PM) der Fa. Biolog angewendet. Diese
konnte durch die Wahl der Chromid-Mutanten mit einer Diskriminanzanalyse
ausgewertet werden, so dass Rückschlüsse auf die Bedeutung der Chromide für
die Bioﬁlmbildung, den Stoﬀwechsel und die Toleranz gegenüber unterschied-
licher Chemikalien möglich waren. Bei der phänotypische MicroArray-Analyse
handelt es sich um ein indirektes Verfahren.
Ein Ergebnis war die auﬀallende geno- und phänotypische Relevanz des
großen und besonders des kleinen Chromids von P. inhibens DSM 17395 für
die Fähigkeit zur Bioﬁlmbildung. Sogar innerhalb der Roseobacter -Klade sticht
diese Charakteristik des Bakteriums heraus. Durch die Verwendung des phäno-
typischen MicroArrays konnten weitere Erkenntnisse über primäre und sekun-
däre Stoﬀwechselwege von P. inhibens DSM 17395 gewonnen werden. Dazu
gehörten Stoﬀwechselprozesse des Entner-Doudoroﬀ-Wegs oder dem Citrat-
Zyklus, sowie neue Erkenntnisse im Rahmen von Gärungs- und Verwesungs-
prozessen.
Die Untersuchung der Chemikalien, die auf Grund der genetischen Infor-
mation der Chromide von P. inhibens DSM 17395 toleriert wurden, ergab ein
breites Spektrum von 164 unterschiedlichen Substanzen. Zu den tolerierten
Chemikalien gehören Substanzen der Klassen der Biozide, Metabolite, Se-
kundärmetabolite, Aminosäuren in Verbindung mit dem pH-Wert Be-
reich, Aromaten, anorganische Substrate, halogenhaltige Substrate,
Psychopharmaka, Antiseptika und Zytostatika der UnterklassenAlkyla-
zien, Antimetabolite und Antibiotika. Unter den Chemikalien ﬁnden sich
auch hoch toxische Substanzen wie Hexachlorophen wider, dessen Abbaupro-
dukt (2,3,7,8-substituiert tetrachloriertes Dibenzo-p-dioxin) als giftigste bisher
synthetisierte Substanz klassiﬁziert ist. Neben zahlreichen Chromid-kodierten
Multidrogen- und Pheromontransportern, kodieren auch Chromid-lokalisierte
Regulatoren sowie multiple Antibiotikaresistenz-Regulatoren im Ge-
nom von P. inhibens DSM 17395. Diese Genomsequenzen könnten maßgeblich
für das Toleranzverhalten des Meeresbakteriums gegenüber den zahlreichen
Chemikalien verantwortlich sein. Zusätzlich scheint die Präsenz des großen
262 kb-Chromids in Kombination mit dem kleinen 65 kb-Chromid eine wich-
tige Bedeutung zu haben. Bei einigen Substraten kam es zu Sonderreaktionen,
bei denen das Bakterium ohne das jeweilige Chromid stärker reagierte bzw.
resistenter war. Dies könnte durch die jeweilige Substanz, beziehungsweise Le-
bensbedingung, getriggert worden sein, die das Bakterium zu Stoﬀwechselvor-
gängen anregt, die unter normalen Umständen keine Bedeutung haben.
Zu fast alle Chemikalien gibt es bereits Studien, die eine Präsenz der häuﬁg
toxischen Substrate in unterschiedlichen Teilen der Weltmeere nachweisen, so
dass eine Toleranzentwicklung gegenüber der Vielfalt an Chemikalien relevant
für das Überleben des Meeresbakteriums erscheint.
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Bakterien haben eine durchschnittliche Größe von 0,2 bis 0,6 Mikrometer
[PWAH07]. Die Weltmeere beinhalten überschlägig 1029 Bakterien. Zum Ver-
gleich gibt es 1021 Sterne im Universum [WCW98]. Bakterien kommt somit
eine bedeutende Rolle im globalen Ökosystem der Meere zu. Sie dominieren
die Abundanz, Diversität und metabolische Aktivität der Meere [ABB+08].
1.1 Roseobacter -Klade
Bakterien können in Kladen unterteilt werden [RG03]. Der Begriﬀ Klade impli-
ziert ein Set von verwandten Organismen [GBMF99]. Die Roseobacter -Klade
wird klassiﬁziert als Alphaproteobakterium zugehörig der Ordnung Rhodobac-
terales der Familie Rhodobacteraceae. Bakterienspezies dieser Klade kommen
sowohl in gemäßigten als auch in polaren Zonen der Meere vor [SSB04]. Sie
repräsentieren bis zu 20% der Artengemeinschaften im Küstenbereich und 15%
der bakterioplanktonischen Artengemeinschaften im Ozean [BGM05]. Gerade
Küstenregionen, Meeresarme, shelf areas (z.B. die Nordsee) und up-welling
Zonen (z.B. oﬀ coast Namibia), sind marine Syteme mit hohem Nährstoﬀge-
halt. Die konstante Nährstoﬀzufuhr in diesen Zonen sind die Basis für Meeres-
und phytoplanktonische Blüten, welche nach ihrem Kollaps massive Mengen
organischen Materials frei lassen. Das beihaltet neben großen Mengen an Pro-
teinen und Peptiden auch freie Aminosäuren. Heterotrophe marine Bakterien,
wie die Arten der Roseobacter -Klade, spielen eine große Rolle in der Mine-
ralisierung des freien organischen Materials und somit im globalen Kohlen-
stoﬀzyklus [ZHK+13]. Das metabolische Spektrum dieser Linie ist jedoch noch
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2weiter gefasst, da sie frei schwimmend, im Sediment, angeheftet an Partikel
oder assoziiert mit marinen Eukaryoten, in mannigfaltigen marinen Habitaten
auftreten [TWH+16] [BBL+12] [BGS08b] [SB09] [WDB06] [BCP+13].
1.2 Genus Phaeobacter
Der marine Genus Phaeobacter beinhaltet die Spezies Phaeobacter inhibens, P.
gallaeciensis, P. daeponiensis, P. caeruleus, P. arcticus und P. leonis [GTC+13],
die zu der Roseobacter-Klade gehören. Diese Etablierung erfolgte durch Mar-
tens et al. [MHP+06] nach der Reklassiﬁzierung von Roseobacter gallaeciensis
[RPCLN98] als P. gallaeciensis, der der Typstamm des Genus ist, und der
Beschreibung von Phaeobacter inhibens als neue Spezies. In den letzten Jah-
ren erlangten unterschiedliche Phaeobacter Stämme erhöhte Aufmerksamkeit
durch ihre Fähigkeit diverse Sekundärmetabolite zu synthetisieren [BNS+11]
[BBL+12] [BBH+04] [BGB07] [MGG+07] [GBN+08] [MGG+07] [SCKC11b]
[SCKC11a]. Da Phaeobacter inhibens DSM 17395, ehemals Phaeobacter gallae-
ciensis DSM 17395, auch der Modellorganismus dieser Studie ist, nahmen wir
dies zum Anlass, die Systematisierung der Phaeobacter Stämme hinsichtlich
ihrer Identitäten und Zugehörigkeiten als Grundlage für weitere Modiﬁzierun-
gen, Experimente und Analysen zu untersuchen.
1.2.1 Systematisierung der Phaeobacter Stämme
Der Typstamm der Typart, Phaeobacter gallaeciensis BS107T, wurde in un-
terschiedlichen Sammlungen für Mikroorganismen weltweit hinterlegt. Durch
verschiedenartige Pigmentierung in vitro und unterschiedliche Plasmidproﬁle
in der Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) entdeckten wir, dass die hinterleg-
ten P. gallaeciensis Typstämme an dem Collection Institute Pasteur (CIP;
Paris, Frankreich) als CIP 105210 und der Deutschen Sammlung für Mikro-
organismen und Zellkulturen (DSMZ; Braunschweig, Deutschland) als DSM
17395 nicht, wie vorher angenommen, identisch waren [BPG+13]. Um die
Identität der beiden Stämme zu ermitteln, wandten wir zusätzliche Methoden
an: Die PFGE der extrachromosomalen Elemente wurde durch die Genomse-
quenzen der Phaeobacter -Stämme DSM 17395, DSM 24588 [TKV+12], DSM
16374T [DVT+13] und CIP 105210 [FPR+14] unterstützt. Die DNA-DNA-
Hybridisierung (DDH), 16s-rRNA-Gensequenzanalysen, 16S-23S-rRNA-Gen-
3Abbildung 1.1:Midpoint-rooted MP Phylogenie abgeleitet von 16S-rRNA-Gen-
sequenzen der Phaeobacter Stämme, die in einem nahen Verwandtschaftsver-
hältnis zu P. inhibens und P. gallaeciensis stehen. Die Verzweigungen sind
nach DELTRAN Optimierung) [SHR08] skaliert. Die Zahlen über den Verzwei-
gungen unterstützen die Werte vonMP (links) undML (rechts) Bootstrapping.
Die Originaltermini der Stämme nach den Bezeichnungen der Sammlungen
sind in Klammern gestellt; die Accession Numbers stehen in eckigen Klam-
mern.
ITS-Sequenzanalysen, die MALDI-TOF-MS-Protein-Analyse und die Hoch-
durchsatzanalyse mittels der phänotypischen MicroArray-Technologie unter-
stützen die Befunde, dass die Phaeobacter Stämme CIP 105210 und DSM
17395, beide hinterlegt als Typstamm P. gallaeciensis BS107T, biologisch nicht
identisch waren. Die ITS-Sequenzanalyse und die MALDI-TOF-Analyse zeig-
ten zusätzlich, dass DSM 17395 (und DSM 24588) zusammen mit P. inhibens
DSM 16374T gruppieren (unter Ausschluss von CIP 105210), Abbildung 1.1.
Wie von der DDH (mit mehr als 76% Ähnlichkeit) bestätigt, sind DSM 16374T,
DSM 17395 und DSM 24588 Artgenossen und gehören alle der Spezies P. in-
hibens an. Die Analyse der 16S-rRNA-Gensequenzen dieser Stämme waren
ebenfalls in Übereinstimmung mit diesen Ergebnissen, weil die Sequenzen der
Stämme identisch waren (wenn der resequenzierte 16S-rRNA-Gensequenz des
DSM 16374T bedacht war). Unsere Sequenzanalyse bestätigt die Ergebnisse
von Thole et al. [TKV+12], dass Phaeobacter sp. ANG1 nicht zu der Spezies
P. gallaeciensis gehört. Da DSM 17395 folglich aus der Spezies P. gallaeciensis
ausgeschlossen werden musste, stellte sich die Frage, ob die Hinterlegung des
4alternativen Typstamms, CIP 105210, Stamm P. gallaeciensis BS107T reprä-
sentiert. Die DDH-Analyse (mit weniger als 70% Ähnlichkeit) deutet darauf
hin, dass CIP 105210 kein Artgenosse zu P. inhibens ist. Analysen zum Wachs-
tumsverhalten und enzymatischen Aktivitäten konnten die Ergebnisse von
Ruiz-Ponte et al. [RPCLN98] nicht vollständig reproduzieren. Bei der gerin-
gen Anzahl der getesteten Merkmale mit der geringen Anzahl der Unterschiede
zu dem Typstamm der Schwesterspezies, P. inhibens, und den allgemein be-
kannten Schwierigkeiten der Reproduzierbarkeit von physiologischen Tests in
unterschiedlichen Laboratorien, ist die Signiﬁkanz der Diskrepanzen jedoch un-
klar. Basierend auf den neu generierten CIP 105210 16S-rRNA-Gensequenzen,
die identisch sind zu BS107T, abgesehen von Abweichungen, die höchstwahr-
scheinlich Sequenzfehler waren, ist entscheidend, dass wir klar den Status von
P. gallaeciensis CIP 105210 als Typstamm dokumentieren konnten. Durch
die unabhängige Hinterlegung der Stämme am CIP und an der DSMZ, ist die
wahrscheinlichste Erklärung, dass der spätere Stamm bei der Hinterlegung ver-
wechselt wurde. Forschungslabore sind normalerweise nicht ausreichend aus-
gestattet, um die Identitäten ihrer Stämme zu veriﬁzieren. Mikrobiologische
Sammlungen müssen mit den Hinterlegungen von vertauschten oder kontami-
nierten Stämmen zurecht kommen und die Qualität des eingehenden Materials
wird sich mutmaßlich weiterhin, durch den Rückgang von grundlegenden mi-
krobiologischen Methoden in der Ära der Molekularbiologie, mindern. Proble-
me sind, insbesondere bei der Verwechslung von eng verwandten Stämmen, wie
bei DSM 17395, der zu der Schwesterspezies gehört, zu erwarten. Deswegen ist
es dringend anzuraten, dass Forscher, die an einem bestimmten Stamm arbei-
ten, exakt die Quelle desjenigen bezeichnen. Dabei sollten die Aufnahmenum-
mer der Sammlungen (wie CIP 105210T oder DSM 17395 ) den Bezeichnungen
der Originalhinterlegern (wie BS107T) bevorzugt werden, unabhängig der Be-
zugsquelle. In jedem Fall sollten nur Stämme mit einer nachweisbaren Historie
in seriösen Forschungsstudien verwendet werden. Die drei homologen Plasmi-
de der vollständig sequenzierten P. inhibens Stämme DSM 17395 und DSM
24588 zeigen weitreichende Syntänien [TKV+12], jedoch auch einige Insertio-
nen bzw. Deletionen, die verantwortlich für die Abweichungen der Plasmid-
größen sind [262 versus 238 kb (DnaA-like Replikon [PBB+11]), 75(78) versus
94 kb (RepB-I), 65(63) versus 70 kb (RepA-I)]. Homologien dieser Replikons
könnten auch in der Schwesterspezies P. gallaeciensis CIP 105210T vorhan-
den sein, zum Beispiel bei den 253, 77 und 64 kb großen Replikons. Hingegen
5könnten die auﬀällig unterschiedlichen Plasmidproﬁle in P. gallaeciensis und
P. inhibens auf einen horizontalen Gentransfer von vier zusätzlichen Repli-
kons in P. gallaeciensis CIP 105210T hindeuten. Die gleiche Erklärung dient
für das Typ-IV-Sekretionssystem auf dem vierten 86 kb großen Plasmid des
Typstamms P. inhibens DSM 16374T [DVT+13], die für die Plasmidmobilisie-
rung via Konjugation verantwortlich sein könnte [PFGP13]. In Zukunft werden
Genomsequenzierungen und vergleichende Genomik von entfernt verwandten
Stämmen, wie Phaeobacter arcticus helfen, das Ausmaß von horizontalem Gen-
transfer und vertikaler Evolution der Roseobacter -Klade zu entschlüsseln.
1.2.2 Stamm Phaeobacter inhibens DSM 17395 als Mo-
dellorganismus
Phaeobacter inhibens DSM 17395 wurde erstmals von Ruiz-Ponte et al. [RPCLN98]
1998 beschrieben. Isoliert von einer Jakobsmuschel Pecten maximus im Lar-
venstadium in Galicien (Spanien) und zunächst unter dem Namen Roseobac-
ter gallaeciensis geführt, wurde der Stamm 2006 als Phaeobacter gallaeciensis
BS107 reklassiﬁziert [MHP+06]. Nach Auﬀälligkeiten zur eindeutigen Identi-
tät des Stammes (beschrieben im vorangehenden Abschnitt), emendierten wir
2013 den Stamm erneut und reklassiﬁzierten ihn zu Phaeobacter inhibens DSM
17395 [BPG+13].
Der Stamm P. inhibens DSM 17395 hat eine charakteristische braune Farbe,
die mit dem 262 kb großen extrachromosomalen Element korreliert [PBB+11]
und sich auf einen TDA-Eisen-Komplex zurück führen lässt [WNSH+17]. Er
ist strikt aerob und chemoheterotroph, formt eiförmige Stäbchen mit einer
durchschnittlichen Breite von 0,5 Mikrometern, sowie einer Länge von 1,6 Mi-
krometern und ist frei beweglich durch ﬂagellaren Antrieb (Abbildung 1.2).
Die generellen Wachstumsbedingungen bedingen eine NaCl-Konzentration
im Rahmen von 0,01 bis 1,5 M, einen pH-Bereich von 6,0 bis 9,5 und einen Tem-
peraturbereich von 4 bis 37 Grad Celsius. Obwohl P. inhibens Nitratreduktase,
Amylase, Tweenase und Gelatinase negativ ist, verwendet die Spezies eine um-
fassende Auswahl von Substraten, von Aminosäuren, Zuckern, Disacchariden
bis zu Carboxylaten [MHP+06] [FMP+15]. Der primäre Anabolismus sowie Ka-
tabolismus wurde unter anderem mittels phänotypischer MicroArray-Analyse,
Proteomanalyse und Gaschromatographie untersucht [WHW+14] [DHT+14]
[BPG+13] [ZTS+09]. Auch der Sekundärmetabolismus wurde bereits hinsicht-
6Abbildung 1.2: Phaeobacter inhibens DSM 17395 Wildtyp (wt); braun pigmen-
tierte Zellen auf einer Agar-Platte (links), rosettenförmige Anordnung durch
Elektronenmikroskopie (SEM) dokumentiert (rechts, [FMP+15]). Scale bar, 0.5
Mikrometer
lich der Fähigkeit zur AntibiotikasyntheseAntibiotic Tropodithietic Acid (TDA)
[GBN+08] [BBL+12] und den Metaboliten zu symbiotischen Interaktionen, z.B.
Roseobactizide (Phenylacetyl-CoA als Vorstufe von TDA und Tropolon als In-
termediat in der TDA-Synthese) oder das von Algen synthetisierte Dimethyl-
sulfoniopropionat (DMSP) [SCKC11a] [DZB10], weitergehend erforscht. Der
reklassiﬁzierte Artname P. inhibens leitet sich von dem lateinischen Begriﬀ
inhibere ab, was übersetzt anhalten, hindern, aufhalten bedeutet; charakteris-
tisch für die Fähigkeit des Stammes das Antibiotikum TDA zu synthetisieren.
In Symbiose mit Algen verhindert das Antibiotikum, bzw. Vorstufen und In-
termediate, bakterielle Infektionen zur Blütezeit und wird durch ligninhaltige
Abbauprodukte der seneszenten Algenblüte hoch reguliert. Dabei verändert
der bakterielle Symbiont sich von einer mutualistischen zu einer pathogen Le-
bensform und fördert den Kollaps der Algenblüte [SCKC11a] [TKV+12].
Die Bakterienstämme der Roseobacter -Klade Phaeobacter inhibens DSM
17395 sowie Dinoroseobacter shibae DFL12T werden in zahlreichen Forschungs-
gruppen weltweit (z.B. in Deutschland, Schweden, Dänemark, USA, Cana-
da, China) als Modellorganismen verwendet, weil sie ein breites metabolisches
Spektrum aufweisen, sich gut unter deﬁnierten Laborbedingungen kultivieren
und genetisch manipulieren lassen.
71.2.3 Die extrachromosomalen Elemente von Phaeobac-
ter inhibens DSM 17395
Extrachromosomale Elemente (ECE) sind in der Roseobacter -Klade omniprä-
sent. Marinovum algicola DSM 898 beinhaltet sogar elf ECE [FGPP15], was
die Bedeutung der genetischen Informationen, die auf den ECE kodieren, in
Bezug auf den Anteil des gesamten Genoms des Organismus, deutlich hervor-
hebt.
Das Genom von P. inhibens DSM 17395 beinhaltet ein 3,8 Millionen Ba-
senpaare (bp) langes Chromosom und drei extrachromosomale Elemente der
Größen 65 kbp, 78 kbp and 262 kbp. Der GC-Gehalt und die Codon-Bias der
drei extrachromosomalen Elemente sind vergleichbar zu denen des Chromo-
soms [HLKY10]. Sie wurden als Chromide klassiﬁziert [PFGP13].
Das größte Chromid (262 kb) erregte durch den genetischen Code zu der
Synthese von Antibiotic Tropodithietic Acid (TDA) als erstes das Interesse der
Forschergruppen [BBH+04] [GBN+08] [BBL+12] [DZB10] [PWN+11] [BND14].
Des Weiteren liegen auf dem Chromid Gene, die essentiell für die braune Pig-
mentierung des Bakteriums sind [TKV+12], genauer für einen TDA-Eisen-
Komplex [WNSH+17]. Die sogenannte plasmid burden [FLC14], assoziiert mit
energetischen Zusatzbelastungen, hat, nach Trautwein et al. [TWH+16], bei
dem größten Chromid den größten Einﬂuss. Die Deletion verstärkte die Wachs-
tumsrate (mehr als dreifach) und die Wachstumseﬃzienz (für Kohlenstoﬀ, Sau-
erstoﬀ und Kohlenstoﬀdioxid), was für die 65 kb und 78 kb ECE nicht beob-
achtet werden konnte. Dieses Phänomen lässt sich darauf zurück führen, dass
sich das Bakterium durch die TDA-Synthese selbst inhibiert. Dies geschieht
auf Grund einer partiellen Zerstörung des Protonengradientens, der zu einem
höheren energetischen Leistung führt. [WNSH+17]
Das mittlere Chromid (78 kb) beinhaltet ein Gencluster zur Biosynthese
und zum Transport von Eisen-chelatierenden Siderophoren [TKV+12]. Eisen
ist einer der größten limitierenden Faktoren und essentielle Baustoﬀ für mi-
krobielles Leben. Neben der essentiellen Notwendigkeit für den Metabolismus,
spielen Siderophoren bei einigen Bakterien eine kritische Rolle für die Patho-
genität und die Bioﬁlmbildung [SSDB13].
Das mit 65 kb kleinste Chromid ist ausgesprochen bedeutungsvoll für sym-
biotische Interaktionen und die Anpassungsfähigkeit an unterschiedliche Ha-
bitate. Durch dieses Chromid ist P. inhibens DSM 17395 in der Lage Bioﬁlme
8Abbildung 1.3: Datenvernetzung in mikrobielle -omics Pipelines [FL15]. Die
orangenen Kästchen enthalten die mögliche Software, während die blauen
Kästchen speziﬁsche Anwendungen der generellen -omics Strategie enthalten.
zu bilden. Auf dem Chromid kodieren mehr als 20 Gene des Polysaccharid-
metabolismus, unter anderem ein Rhamnose-Operon. Ohne das Chromid ver-
liert das Bakterium seine Klebrigkeit und kann weder an künstlichem Material
(Glass, Polysteren) noch an natürlichen Oberﬂächen (Algen) anheften und ver-
liert folglich seine Fähigkeit Bioﬁlme zu bilden [FMP+15]. Zusätzlich verliert
solch eine Mutante die Fähigkeit der ﬂagellaren Schwimmmotilität, die für eine
Oberﬂächenbesiedlung und Ausbreitung von Bioﬁlmen, notwendig ist.
1.3 Datenanalyse in den Lebenswissenschaften
Die Datenanalyse hat in den Lebenswissenschaften längst eine prominente
Rolle angenommen. Die Biologie als Wissenschaft generiert, besonders durch
die Hochdurchsatz -omics Datensätze, enorme Datenmengen. Hochdurchsatz-
9Studien von biologischen Systemen akkumulieren sehr schnell umfangreiche
omics-skalierte Datensätze [GOB+10]. Fondi et al. [FL15] gibt zu der Integra-
tion der akkumulierten Datensätze in mikrobielle omics-Pipelines eine aktuelle
Übersicht, Abbildung 1.3: (A) Stammisolationen und vorläuﬁge experimentel-
le Charakterisierungen führen normalerweise zur Identiﬁkation/Selektion der
Bakterien, die von potentiellem Interesse in der Biotechnologie sein können.
(B) Um eine systemrelevante Perspektive von biotechnologisch interessanten
Stämmen zu erhalten, wird meist eine vorläuﬁge Genannotation durchgeführt.
Im nächsten Schritt kann man Informationen über die Präsenz bzw. dem Feh-
len von metabolischen Stoﬀwechselwegen und umfassende metabolische Mög-
lichkeiten erhalten. (C) Um systemrelevante Informationen zu erhalten kann
zusätzliche Information zu der Genannotation abgebildet werden (das omics-
Werkzeug). Das beinhaltet Gene und genomische Bedingungen (abgeleitet von
einer tiefgehenden Untersuchung der genomischen Charakteristika), taxonomi-
sche und metabolomische Informationen, omics-Daten (Transcriptomics, Pro-
teomics, Metabolomics, Epigenomics, Phenomics), weitere phänotypische In-
formationen (z.B. hochauﬂösende Mikroskopie), Informationen zum Ökosys-
tem (mikrobiome Zusammensetzungen, funktionelle Charakteristika von Ar-
tengemeinschaften, Meta-Transcriptomics). Des Weiteren können diese viel-
schichtigen Informationen kombiniert und integriert werden, um Datensätze,
die aus der Anwendung der verschiedenen Technologien resultieren, zusam-
menzuführen. (D) Nachdem die omics-Daten integriert wurden, entsteht ein
noch umfassenderes Bild der Mikrobe(n) der Studie mit Anhaltspunkten zu
den möglichen Interaktionen zur Umwelt (inklusive metabolischer Kommuni-
kation mit anderen mikrobiellen Spezies), statistisch fundierter Rückschlüsse
und neue Fragestellungen (möglicherweise reiterativ in der Pipeline). Darüber
hinaus erfordern solch umfangreiche Datensätze eine Art der Darstellung. Über
die Möglichkeiten zur Visualisierung in der Vergangenheit, der Gegenwart und
der Zukunft geben Pavlopoulos et al. [PMP+15] in ihrer Studie eine umfassende
Übersicht.
1.4 Phänotypische Analyse
Die phänotpische MicroArray-Technologie (PM) dient zur Generierung von
longitudinalen Daten, die die Modellierung des individuellen Verhaltens in
Gruppen von Individuen über einen Zeitraum anstrebt [VSM+12]. Die PM-
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Technologie ist die erste Hochdurchsatz-Technik für den Phänotyp (altgrie-
chisch für ich erscheine und Gestalt). Der Begriﬀ Phänotyp beschreibt einen
Organismus in seiner Gesamtheit - alle Aspekte des äußeren Erscheinungsbil-
des, der Anatomie, der Physiologie und des Verhaltens. Gleichermaßen steht
der Begriﬀ Genotyp für das gesamte Genom eines Organismus und nicht nur
für die Allele eines einzelnen Genortes. In den meisten Fällen wird die phänoty-
pische Ausprägung eines Gens durch andere Gene und die Umwelt beeinﬂusst.
Der Genotyp bestimmt also die Reaktionsnorm (Schwankungsbreite), in wel-
cher der Phänotyp variieren kann. Die phänotypische Ausprägung hängt dabei
von der betreﬀenden Umwelt ab. In dieser Gesamtschau von Vererbung und
Variabilität, spiegelt der Phänotyp eines Organismus seinen gesamten Genotyp
und seine Umweltsituation wider. [CRM03]
Das phänotypische MicroArray-System ermöglicht die Generierung einer
großen Anzahl von Phänotypen als Hochdurchsatz-System. Die Anwendung
basiert auf einer physiologischen Reaktion des getesteten Organismus, die NADH
erzeugt, das ein Redoxpotential und einen Elektronenﬂuss auslöst, der einen
Tetrazolium-Farbstoﬀ reduziert: Tetrazolium-Violett, siehe Abbildung 1.4. Da-
durch wird eine violette Farbe erzeugt [BS77]. Je größer die metabolische Ak-
tivität dabei ist, z.B. die zelluläre Respiration, desto schneller intensiviert
sich der violette Farbstoﬀ [Boc01] [Boc09]. Das OmniLog-PM-System zeich-
net die Veränderung der Farbintensität alle 15 Minuten in einem automati-
sierten Verfahren auf. Das Spektrum der zu testenden Varianten reicht von
190 Kohlenstoﬀquellen über 95 Stickstoﬀquellen, 95 Phosphat- und Schwefel-
quellen, 95 Tests zu Biosynthese Stoﬀwechselwegen, 285 Tests zu Stickstoﬀ-
Stoﬀwechselwegen, 95 Tests zu variierenden osmolytischen Konzentrationen,
95 Tests zu variierenden pH-Konzentrationen und 960 Tests zu der konzen-
trationsabhängigen Sensitivität gegenüber 240 unterschiedlichen Chemikalien
[Boc01] [Boc09]. Weitergehend können die Bedingungen durch die Modiﬁka-
tion der Temperatur oder der Komposition der Gasphase sowie des Mediums
vorgenommen werden.
Die Fa. Biolog stellt zusätzlich eine Software zur Verfügung, die der Da-
tenauswertung dienen soll. Leider ist sie in ihren Möglichkeiten beschränkt auf
die einfache Darstellung der kinetischen Respirationskurven mit maximal einer
Vergleichsmöglichkeit. Da die Visualisierung der Schlüssel zur Analyse und zum
Verständnis von hochdimensionalen Datensätzen darstellt [GOB+10], war eine
verbesserte Möglichkeit zur PM-Datenanalyse der Antrieb für die Entwicklung
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Abbildung 1.4: Struktur und Reduktion von Tetrazolium [BS77]
einer neuen Software. Dafür wurde unter anderem in dieser Studie ein R Paket
opm entwickelt, das eine statistische sowie graphische Auswertung der Daten-
sätze des phänotypischen MicroArrays ermöglicht [VSH+13]. Darüber hinaus
wurde für hochdimensionalen Datensätze ein R Paket stabs entwickelt, dass
eine stabile Auswahl mit mehr Wirkungsvariablen als Beobachtungswerten für
lineare und generalisierte lineare Modelle (genauer generalized additive models
(GAM)) implementiert [HBG15].
1.5 Zielsetzung
Meeresbakterien, insbesondere die Stämme Phaeobacter inhibens DSM 17395
und Dinoroseobacter shibae DSM 16493T sind in vielen aktuellen Studien die
Modellorganismen, die bezüglich ihrer Genomik, Phylogenie oder ihrer meta-
bolischen Aktivität erforscht werden. Wie sich der Phänotyp jedoch gegen-
über mehr als tausend unterschiedlichen Kohlenstoﬀquellen und Chemikali-
en verhält, ist Gegenstand dieser Studie. Mittels Labor- und phänotypischen
MicroArray-Experimenten sowie in silico-Analysen wurde der Modellorganis-
mus Phaeobacter inhibens DSM 17395 unter Berücksichtigung der extrachro-
mosomalen Elemente untersucht. Dazu war zunächst eine Systematisierung
der Phaeobacter -Stämme notwendig, um den Modellorganismus zweifelsfrei
zu identiﬁzieren und zu reklassiﬁzieren, sowie in Beziehung zu seinen Ver-
wandten zu setzen. Anschließend wurde ein Datenset mittels phänotypischer
MicroArray-Technologie etabliert, das zum Ziel hatte, heraus zu ﬁnden, wie
sich der Phänotyp gegenüber 1.190 unterschiedlichen Substanzen verhält. Um
das große phänotypisches Spektrum des Stammes zu analysieren, musste zu-
nächst eine Software entwickelt werden, die die Möglichkeit zu einer Auswer-
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tung bieten konnte. So entstand das R-Paket opm, das zahlreiche, statistisch
abgesicherte Möglichkeiten zur Auswertung der PM-Daten ermöglicht. Zusätz-
lich wurden die 1.190 Substrate der PM-Mikrotiterplatten in Klassen und Su-
perklassen eingeteilt. Darüber hinaus wurde jedem Substrat eine Beschreibung
oder/und ein Review -Artikel zugeordnet, um eine inhaltliche Analyse zu er-
möglichen und die Einordnung der mannigfaltigen Substrate zu vereinfachen.
Durch die Ergebnisse der Analyse via opm konnten neue Erkenntnisse zum
phänotypischen Verhalten von P. inhibens DSM 17395 gewonnen werden, die
in Zusammenhang mit dem Genotyp gebracht wurden. Zusätzlich wirft es neue




2.1 Ausstattung und Instrumente
Die Ausstattung und Instrumente dieser Studie sind in Tabelle 2.1 gelistet.
2.2 Verbrauchsmaterial
Das Verbrauchsmaterial dieser Studie ist in Tabelle 2.2 gelistet.
2.3 Chemikalien
Die in dieser Studie verwendeten Chemikalien, wurden von den folgenden Her-
stellern bezogen: AES Chemunex (Bruchsal), CS GmbH (Langerwehe, Deutsch-
land), DIFCO (Lawrence, KS, USA), Fisher Scientiﬁc (Schwerte, Deutsch-
land), Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) und Sigma-Aldrich (Steinheim,
Deutschland).
2.4 Bakterienstämme
Die Bakterienstämme dieser Studie sind in Tabelle 2.3 gelistet. Die Stämme
wurden direkt aus dem Leibniz-Institut DSMZ  Sammlung von Mikroorganis-
men und Zellkulturen GmbH entnommen, oder in der Arbeitsgruppe Pradella/
Petersen (Leibniz-Institut  DSMZ ) mutiert.
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Tabelle 2.1: Ausstattung und Instrumente
Equipment Hersteller
Analysenwaage LP620P Sartorius (Göttingen)
Autoklav Varioklav 65T H+P Labortechnik (Oberschleißheim)
Bakterienschüttler mit Heizhaube Infors (Bottmingen, Schweiz)
Kreisschüttler GFL-3015 Omnilab (Mettmenstetten)
Magnetrührer IKA RET basic C IKA Werke (Staufen im Breisgau)
Mikroskop Axiovert 40 CFL Zeiss AG (Göttingen)
Neubauer Zählkammer Brand (Gießen)
OmniLog-Incubator/Reader Biolog (Hayward, CA, USA)
pH-Meter 766 Knick (Berlin)
Photometer Ultrospec II LKB-Biochrom, Merck (Berlin)
Sterilbank HERAsafe ThermoScientiﬁc (Karlsruhe)
Tecan-Microplate-Reader Inﬁnite R© 200 PRO (Männedorf,
Schweiz)
Turbidimeter AES Chemunex BLG
3531
Biolog (Hayward, CA, USA)
Vortex Vibroﬁx VF1 Janke und Kunkel IKA Labortechnik
(Staufen im Breisgau)
Wärmeschrank Memmert (Schwabach)






Eppendorfcups (1,5 ml/ 2 ml) Eppendorf (Hamburg)
Erlenmeyer-Kolben 100, 300, 500 and
1000 ml
W. O. Schmidt Laboratoriumsbedarf,
(Braunschweig)
Küvetten, Polystyrol, 1.5 ml Sarstedt (Nürnbrecht)
Mikrotiterplatten Micro Well Nunc (Langenselbold)




Paraﬁlm Bemis über Carl Roth (Karlsruhe)
Petrischalen Sarstedt (Nümbrecht)
Phenotypic Microarray-PlattenTM AES Chemunex (Bruchsal)
Pipettenspitzen, 10, 200, 1000, 1200,
5000, 10000 Mikroliter
Eppendorf (Hamburg) oder Sarstedt
(Nürnbrecht)
Reaktionsgefäße (15 und 50 ml) Greiner (Frickenhausen)
Sterilﬁlter 0,2 Mikrometer Sarstedt (Nürnbrecht) oder Sartorius
(Göttingen)
Zellkulturﬂaschen BD Falcon BD Biosciences (Heidelberg)
Tabelle 2.3: Bakterienstämme; das hochgestellte T deﬁniert den jeweiligen
Stamm als Typstamm
Gattung und Art Stamm Beschreibung
Phaobacter inhibens DSM 17395 Wildtyp (wt)
Phaeobacter inhibens ∆262kb Mutante ohne 262 kb-
Chromid
Phaeobacter inhibens ∆65kb Mutante ohne 65 kb-
Chromid
Phaeobacter inhibens ∆262kb_∆65kb Mutante ohne 262 kb-
und ohne 65 kb-Chromid
Phaeobacter inhibens DSM 16374T Wildtyp
Phaeobacter gallaeciensis CIP 105210T
(DSM 26640T, BS107T)
Wildtyp
Roseobacter denitriﬁcans DSM 7001T Wildtyp
Roseobacter litoralis DSM 6996T Wildtyp
Dinoroseobacter shibae DSM 16493T Wildtyp
Marinovum algicola DSM 10251T Wildtyp
Marinovum algicola DSM 27768 (DG898) Wildtyp
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MgCl2 x 6 H2O 30
KCl 5
CaCl2 x 2 H2O 1,5
Tabelle 2.5: Basic B Stocklösung (Puﬀer) (100x)
Chemikalie Menge [g/L]
NaHCO3 19
2.5 Medien und Supplemente
Zur Herstellung der Medien und Lösungen wurde salzfreies, partikel- und ste-
rilgeﬁltertes ultra-pur-Wasser von einer Millipore-Anlage MilliQ (Millipore,
Schwalbach) verwendet. Die Sterilistaion der Medien wurde für 20 min bei
212 ◦C und 1 bar Druck durchgeführt.
2.5.1 Komplexmedium Marine Broth
Marine Broth als Komplexmedium wurde von den Herstellern DIFCO und Carl
Roth verwendet. DIFCO 2216 37,1 g/L bzw. Roth Marine Bouillon CP73.1 40,1
g/L. Für feste Medien wurde 15 g/L Agar vor dem Autoklavieren hinzu gefügt.
2.5.2 Minimalmedium Salzwasser
Das Minimalmedium Salzwasser wurde mit minimalen Modiﬁkationen nach
[ZTS+09] hergestellt. Es besteht aus den Komponenten: Basic A (Salzlösung)
(Tabelle 2.4), Basic B (NaHCO3) (Tabelle 2.5), Stocklösung Vitamine (Tabel-
le 2.6), Stocklösung Spurenelemente (1000x) (Tabelle 2.7).
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Tabelle 2.7: Stocklösung Spurenelemente (1000x)
Chemikalie Menge
CoCl2 x 6 H2O 190 mg
ZnSO4 x 7 H2O 144 mg
MnCl2 x 4 H2O 100 mg
Na2MoO4 x 2 H2O 36 mg
H3BO3 30 mg
NiCl2 x 6 H2O 24 mg
Fe(II)SO4 x 7 H2O 2,1 g
CuCl2 x 2 H2O 2 mg
2.5.3 Phänotypisches MicroArray-Inokulationsmedium
Das Inokulationsmedium variiert je nach Plattentyp. PM01 und PM02 wur-
den auf Grund der zu testenden Kohlenstoﬀquelle ohne Kohlenstoﬀquelle im
Medium inkubiert, Inokulationsmedium 1 (IF-0), siehe Tabelle 2.8. PM10 bis
PM20 wurde durch die zu testende Toleranz gegenüber der jeweiligen Sub-
stanz/ Chemikalie mit Kohlenstoﬀquelle inkubiert. Dazu wurde statt dem In-
okulationamedium 1 (IF-0) das Inokulationsmedium 2 (IF-10) mit Kohlenstoﬀ-
quelle verwendet, Tabelle 2.9.
2.6 Methoden zum Phänotyp
Zur Eruierung des Phänotyps von P. inhibens DSM 17395 und den zugehöri-
gen Chromid-Mutanten wurden ein phänotypisches MicroArray sowie ein Bio-
ﬁlmassay angewendet, deren Methodik im Folgenden beschrieben wird. Die
Bakterienauswahl wurde für die Methode des Biolﬁmassays mit den Bakteri-
enstämmen aus Tabelle 2.3 ausgeweitet.
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Tabelle 2.8: Biolog Inokulationsmedium 1, PM01 und PM02
Chemikalie Menge
IF-0a GN/GP (1.2x) (AES Chemunex) 10 mL
Basic A (7.5x) 1200 µL
Stocklösung Vitamine 120 µL
Stocklösung Spurenelemente 12 µL
Basic B 120 µL
Aquadest 428 µL
Redox-Dye-Mix D (100x) (AES Chem.) 120 µL
Tabelle 2.9: Biolog Inokulationsmedium 2, PM10-PM20
Chemikalie Menge
IF-10a GN/GP (1.2x) (AES Chemu-
nex)
10 mL
Basic A 1200 µL
Stocklösung Vitamine 120 µL
Stocklösung Spurenelemente 12 µL
Basic B 120 µL
Aquadest 428 µL
Redox-Dye-Mix D (100x) (AES Chem.) 120 µL
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2.6.1 Bioﬁlmassay
Ein bakteriell gebildeter Bioﬁlm kann mit Hilfe eines Bioﬁlmassays quantiﬁ-
ziert werden. Modiﬁziert nach dem Protokoll von OToole und Kolter [OK98]
wird der Bioﬁlm in 96-Well-Platten mittels Kristallviolett detektiert.
Die Phaeobacter-, Roeseobacter-, Dinoroseobacter- undMarinovum-Stämme,
siehe Tabelle 2.3, wurden in 10 mL MB-Medium in Erlenmeyerkolben bei 28
◦C mit kräftiger Schüttelbewegung angezogen. 100 µL dieser Kulturen in der
exponentiellen Wachstumsphase wurden auf eine OD600 von 0,065 verdünnt
und in eine sterile 96-Well-Mikrotiter-Platte aus Polysteren pipettiert (Cor-
ning, Costar 3370). Die statische Inkubation fand ebenfalls bei 28 ◦C für 24
Stunden statt. Das Medium mit den verbleibenden planktonischen Zellen wur-
de verworfen und zweimal mit 200 µL H2O gewaschen. Die Anfärbung wur-
den 200 µL einer 0,1% Kristallviolett-Lösung in jedes Well pipettiert und bei
Raumtemperatur für 10 Minuten inkubiert. Nach der Inkubation wurde die
Kristallviolett-Lösung entfernt und jedes Well wurde abermals zweifach mit
H2O gewaschen, um die verbleibende Lösung zu entfernen. Zur Auswertung
der Zellanheftung wurde die Kristallviolett-Färbung mit 200 µL 95% Ethanol
von dem gebildeten Bioﬁlm extrahiert und 100 µL wurden in eine neue 96-
Well-Platte transferiert. Die Absorptionsgrad wurde bei 600 nm mittels eines
Tecan-Microplate-Readers (Inﬁnite R© 200 PRO) ermittelt. Die Ergebnisse des
Bioﬁlmassays wurden statistisch analysiert. Die Daten von jeweils drei biologi-
schen und drei technischen Replikaten jedes Experiments wurden in Boxplots
visualisiert. Dazu wurde die statistische Analyse-Software R (Version 3.1.1)
verwendet.
2.6.2 Phänotpisches MicroArray (PM) der Fa. Biolog
Kultivierungsbedingungen
Die Phaeobacter -Stämme, als Wildtyp und Chromid-Mutanten, siehe Tabel-
le 2.3, wurden auf MB-Agar-Platten ausgestrichen und für 48 Stunden bei
28 ◦C inkubiert. Von diesen Kulturen wurden mit einem sterilenWattestäbchen
Kolonien gepickt und in ein Reagenzglas mit 6 mL Biolog-Inokulationsmedium
suspendiert, um eine Zelldichte von 85 % T (Transmission) zu erreichen. Die
Einstellung der Turbidität erfolgte im Turbidimeter (AES Chemunex). Die
Zellsuspension wurde zu 100 µL/Well pipettiert. Die Platten wurden mit Para-
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ﬁlm umwickelt und für mindestens 72 Stunden bei 28 ◦C im Omnilog-Incubator/Reader
gemessen. Alle 15 Minuten wurden automatisiert Fotos der Platten aufgenom-
men, um den Farbumschlag zu dokumentieren und umzurechnen. Die Daten
wurden mittels der Software OmniLog-OL-PM/FM ausgelesen und mit dem
R-Paket opm analysiert.
Datensatz
Das experimentelle Design der Studie für das phänotypische MicroArray be-
stand aus folgenden Datenset der PM-Mikrotiterplatten der Fa. Biolog: PM 01
und PM 02A als Triplikat; PM 10, PM 11C, PM 12B, PM 13B, PM 14A, PM
15B, PM 16A, PM 17A, PM 18C, PM 19 und PM 20B jeweils als Duplikat.
Diese Varianten wurden jeweils für den Wildtyp und die drei Chromid-
Mutanten von Phaeobacter inhibens DSM 17395, siehe Tabelle 2.3, durchge-
führt. Zusätzlich wurde mit jedem PM-Plattentyp eine Negativkontrolle mit
dem Inokulationsmedium ohne Bakterien durchgeführt, um falsch positive Er-
gebnisse zu extrahieren. Das ergab folgende Messpunkte:
PM01-02: 4 Bak.stämme x (96 x 2 PM-Platten) ergaben 768 Ergebnisse
768 x 3 Replikate ergaben 2.304 Ergebnisse
2.304 x 280 Messpunkte ergaben 645.120 Messpunkte
plus Negativkontrollen: 53.760 Messpunkte für 2 PM-Platten
PM10-20: 4 Bak.stämme x (96 x 11 PM-Platten) ergaben 4224 Ergebnisse
4.224 x 2 Replikate ergaben 8.448 Ergebnisse
8.448 x 280 Messpunkte ergaben 2.365.440 Messpunkte
plus Negativkontrollen: 295.680 Messpunkte für 11 PM-Platten
Gesamt 12.000 Ergebnisse; entspricht 3.360.000 Messpunkten
2.7 Statistische Datenanalyse der PM-Ausgabedateien
2.7.1 R-Paket opm: Entwicklung eines geeigneten Pro-
gramms zur Auswertung von phänotypischen MicroArray-
Daten
Die Visualisierung und die statistische Auswertung sind ein Kernaspekte der
Analyse und des Verständnisses von Daten [GOB+10]. Zwar bietet die Fir-
ma Biolog mit ihrer Analysesoftware OmniLog-OL-PM/FM und OL-PM/Par
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(jeweils Version 1.20.02) die Möglichkeit einer Auswertung, die beispielswei-
se von Xue et al. genutzt wurde [XSB+11], jedoch ausschließlich für visuelle
Plots in geringer Auﬂösung und mangelnden Vergleichsmöglichkeiten. So ent-
wickelten wir an der DSMZ ein R-Paket opm zur statsitischen Auswertung von
PM-Daten.
Mein Anteil am opm-Paket war die systembiologische Einteilung der PM-
Substrate und die Integrierung der Dokumentation in das Paket (mit Markus
Göker); d.h. Einordnung der 1.190 PM-Substrate in Klassen und Superklassen,
inhaltliche Erläuterungen/ Erklärungen zu einzelnen Substraten, Literaturvor-
schläge zu Substratklassen (Reviews), Synonyme, IDs zu Substratklassen, Lite-
ratur: PubMedID, Digital-Object-Identiﬁer (DOI), CAS-Nummern; sowie die
Entwicklung neuer Graﬁken, die die systembiologische Einteilung der Substrate
sinnvoll nutzen.
2.7.2 Datenmanagement mittels opm
Datenexport
Die longitudinalen PM-Daten (3,36 Mio Messpunkte) können aus dem OmniLog-
Incubator/Reader der Fa. Biolog als csv-Dateien exportiert werden. Das opm-
Paket bietet die Option die csv-Dateien auszulesen.
Metadaten
Nachdem die Rohdaten als csv-Dateien in das opm-Paket eingelesen wurden,
können die Metadaten aufgenommen und mit den Rohdaten vereinigt wer-
den. Dabei wurde eine Vereinheitlichung der Messdauer auf 70 Stunden (also
2,9 Tage, 4 Messpunkte pro Stunde mal 70 Stunden ergibt 280 Messpunkte)
angewandt.
2.7.3 Methodik  Diskriminanzanalyse
Das Datenset wurde durch eine Diskriminanzanalyse ausgewertet. Die Diskri-
minanzanalyse ist eine Methode der multivariaten Verfahren in der Statistik
und dient der Unterscheidung von zwei oder mehreren Gruppen, die mit meh-
reren Merkmalen beschrieben werden [Tat71].
Dazu wurde für jede Messung der Kurvenparameter A (max. height) berech-
net. Zur weiteren Analyse wurden Matricen mit den A-Werten erstellt. Mittels
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einer partitionierten Analyse mit k-means (R Paket mit Algorithmen zur Aus-
wertung von Mittelwerten), das in das opm Paket integriert wurde, auf Basis
der Maximalwerte (A), wurden die Daten in negative (0), unklare (1) und posi-
tive (2) Reaktionen diskretisiert, siehe Abbildung 2.1. Durch die Auswahl der
untersuchten Phaeobacter -Stämme (Wildtyp und Chromid-Mutanten), siehe
Tabelle 2.3, kann mit Hilfe eines logischen Ausschlussverfahrens Rückschluss
auf die Bedeutung des jeweiligen extrachromosomalen Elements (Genotyp)
für die jeweilige phänotypische Reaktion geschlossen werden. Die Realisierung
einer Analyse vom Genotyp zum Phänotyp unter Berücksichtigung der ex-
trachromosomalen Elemente.
2.8 Software
In Tabelle 2.10 ist die verwendete Software dieser Studie gelistet.
2.9 Datenbanken
In sind die verwendeten Datenbanken dieser Studie gelistet.
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Abbildung 2.1: Ergebnismöglichkeiten der Diskriminanzanalyse
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Tabelle 2.10: Software in dieser Studie
Software Beschreibung








PM/Par (beide Versionen 1.20.02)
(Biolog)
Programm zur Datenevaluation und






OpenOﬃce (Version 2) (Apache Soft-
ware Foundation)
Programme zur Textverarbeitung, Ta-
bellenkalkulation, Präsentation und
zum Zeichnen
R (Version 3.1.1 for Windows7, and
3.1.0 for MacOS X) (R Foundation for
Statistical Computing)
Programm zur statistischen Analyse
und Visualisierung von Daten
K-Means Clustering R Paket mit Algorithmen zur Auswer-
tung von Mittelwerten
opm [VSH+13] R Paket zur Auswertung von phänoty-
pischen MicroArrays (Biolog)
R-Development-Core-Team (2011) R-Code zur Einstufung von extrachro-
mosomalen Elementen als Chromide
oder Plasmide
TeXstudio (Version 2.12.6) Plattformunabhängiger Editor für die
Erstellung von LaTeX-Dokumenten
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3.1 Die Bedeutung der extrachromosomalen Ele-
mente für die Bioﬁlmbildung innerhalb der
Roseobacter -Klade
3.1.1 Genomik
Das Konzept der Homologie gibt eine biologische sinnvolle Klassiﬁkation von
Genen vor. Daher ist das Identiﬁzieren orthologer Gene, d.h. solcher, die von
einem gemeinsamen Vorfahren abstammen, Grundlage für viele vergleichende
Genomstudien. Basierend auf einem bioinformatischen Ansatz des paarwei-
sen Sequenzvergleichs wurde die COG-Datenbank gegründet. Ein jedes COG
Cluster-of-Orthologous-Groups enthält orthologe Proteine oder orthologe Men-
gen paraloger Proteine aus mindestens drei unterschiedlichen Spezies. Zusätz-
lich wurden alle COGs in eine von 25 funktionellen Kategorien eingeordnet.
[Mer15] Mittels einer COG-Analyse werden das Chromosom sowie die drei ex-
trachromosomalen Elemente des Modellorganismus dieser Studie P. inhibens
DSM 17395 klassiﬁziert, siehe Abbildung 3.1 und zugehöriger Tabelle 3.1.
Das Chromosom gruppiert dabei mit dem größten 262 kb-Chromid, gefolgt
von dem mittleren 78 kb großen Chromid. Das kleinste 65 kb große Chromid
unterscheidet sich am stärksten von den anderen Kompartimenten. Innerhalb
dieses Chromids sticht auch die am höchsten eingestufte funktionelle Katego-
rie M hervor, die auf bioﬁlm-assoziierte genetische Information hindeutet. Die
selbe Kategorie ist auch auf dem 262 kb großen Chromid vertreten, gefolgt





A RNA-Prozessierung und -Modiﬁkation
B Chromatinstruktur und -dynamik
C Energieproduktion und -umwandlung
D Zellzykluskontrolle und Mitose
E Aminosäurenmetabolismus und -transport
F Nukleotidmetabolismus und -transport





L Replikation und Reparatur
M Zellwand-/ Membran-/ Hüllenbiogenese
N Zellmotilität
O Post-translationale Modiﬁkation, Proteinfaltg., Chaperonfkt.
P Anorganischer Ionentransport und -metabolismus
Q Sekundärstrukturen
T Signaltransduktion




R Generelle funktionelle Voraussage
S unklare Funktion
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Abbildung 3.1: Klassiﬁzierung der extrachromosomalen Elemente von Phaeo-
bacter inhibens DSM 17395 zu den drei Chromiden mittels COG-Kategorien;
R-Development.Core-Team (2011)
bekannt sind, stechen noch weitere Kategorien signiﬁkant hervor. Bei dem 78
kb großen Chromid sind die Kategorien E, G und C, die für den Aminosäuren-
und Kohlenhydratmetabolismus und -transport, sowie für die Energieproduk-
tion und -umwandlung, stehen, besonders stark vertreten. Des Weiteren die
Kategorien P für anorganischen Ionentransport und -metabolismus und K für
die Transkription. Das 262 kb große Chromid ist neben der bereits erwähnten
Kategorie M sowie E, ebenfalls signiﬁkant in den funktionellen Kategorien P
und K vertreten. Für alle Chromide gibt es eine Auﬀälligkeit in der Kategorie
T Signaltransduktion. Auf dem Chromosom fällt neben dem Aminosäuremeta-
bolismus und -transport (C ) ebenfalls die Kategorie Transkription (Kategorie
K ) auf.
Die Fähigkeit zur Bioﬁlmbildung sticht physiologisch und genomisch signi-
ﬁkant hervor, siehe auch [FMP+15]. Da die funktionelle Kategorie größtenteils
auf dem Chromid kodiert, stellt sich die Frage, ob innerhalb der Roseobacter -
Klade ebenfalls Chromid-kodiert die Fähigikeit zur Bioﬁlmbildung zu ﬁnden
ist. Diesbezüglich wurden alle, zu diesem Zeitpunkt, annotierten extrachromo-
somalen Elemente von Roseobacter -Genomen mittels RAST-Blast verglichen,
die eine große Ähnlichkeit zu dem extrachromosomalen Element der Größe 65
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Abbildung 3.2: Genomsequenzannotations-Vergleich von bioﬁlm-assoziierten
[LJ10] extrachromosomalen Elementen von Spezies der Roseobacter -Klade mit-
tels RAST-Blast [ABB+08]; pPinh65: 65 kb großes ECE von Phaeobacter in-
hibens DSM 17395, pLale69: 69 kb großes ECE von Labrenzia alexandrii DSM
17067T, pRden69: 69 kb großes ECE von Roseobacter denitriﬁcans DSM 7001T,
pMalg53: 53 kb großes ECE von Marinovum algicola DG898, pDshi86: 86 kb
großes ECE von Dinoroseobacter shibae DSM 16493T, pRlit83 und pRlit64: 83
kb und 64 kb große ECE von Roseobacter litoralis DSM 6996T
kb von P. inhibens DSM 17395 haben. In Abbildung 3.2 ist die Präsenz bzw.
Abwesenheit der Exopolysaccharide sowie eines transkriptionellen Aktivators
für Bioﬁlme dargestellt.
Jedes der verglichenen Roseobacter -Bakterien enthält Sequenzen zur Syn-
these von Rhamnose. Viele der untersuchten Sequenzen sind auf den Chromi-
den nachweisbar, alle jedoch, ﬁnden sich nur auf dem 65 kb großen Chromid
von P. inhibens DSM 17395 wider.
3.1.2 Bioﬁlmassay
Das Bioﬁlmassay kann einen physiologischen Nachweis zur abiotischen bioﬁlm-
bildenden Aktivität von Bakterien geben. Die Roseobacter -Spezies P. inhibens
DSM 17395, Marinovum algicola DG898, Marinovum algicola DSM 10251T,
Dinoroseobacter shibae DSM 16493T, Roseobacter litoralis DSM 6996, Roseob-
acter denitriﬁcans DSM 7001T wurden in Mikrotiterplatten auf ihre Fähigkeit
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Abbildung 3.3: Boxplot zu den Ergebnissen des Bioﬁlmassays von P. inhibens
DSM 17395, Marinovum algicola DG898, Marinovum algicola DSM 10251T,
Dinoroseobacter shibae DSM 16493T, Roseobacter litoralis DSM 6996T, Roseo-
bacter denitriﬁcans DSM 7001T in Marine Broth und Salzwassermedium
zur abiotischen Bioﬁlmbildung hin getestet. Dabei wurde ein Test mit nähr-
stoﬀreichem Medium (Marine Broth) und ein Test mit nährstoﬀarmen Medium
(einfaches Meerwasser), siehe Abbildung 3.3, durchgeführt.
In nährstoﬀarmen Medium kann nahezu keine bioﬁlm-bildende Aktivität
nachgewiesen werden. Im nährstoﬀreichen Medium kann für alle Stämme, bis
auf Roseobacter litoralis DSM 6996T, eine bioﬁlm-bildende Aktivität nachge-
wiesen werden. Im Genomsequenzannotations-Vergleich können in R. litoralis
DSM6996T alle verglichenen Sequenzen identiﬁziert werden, bis auf Sequenzen
für den Polysaccharidtransport und die Peptidoglykansynthese. Ein weiterer
Unterschied zu den bioﬁlm-bildenden Spezies liegt in der Verteilung der un-
tersuchten Sequenzen auf zwei verschiedene extrachromosomale Elemente. In
ihrer Intensität stachen besonders die Spezies P. inhibens DSM 17395 und M.
algicola DG898 hervor, ebenfalls dokumentiert in [FGPP15].
P. inhibens DSM 17395 weist jedoch mit Abstand die höchste Bioﬁlmakti-
vität auf, weshalb auch mit den Chromid-Mutanten ein Bioﬁlm-Assay durch-
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Abbildung 3.4: Boxplot zu den Ergebnissen des Bioﬁlmassays von P. inhibens
DSM 17395 sowie den Chromid-Mutanten
geführt wurde, um die Bedeutung der extrachromosomalen Elemente für die
abiotische Bioﬁlmbildung nicht nur genomisch, sondern auch physiologisch zu
überprüfen. Abbildung 3.4 zeigt die Abhängigkeit der Fähigkeit zur abioti-
schen Bioﬁlmbildung von den Chromiden der Größen 65 kb und 262 kb. Wie
die genomischen Analyse zeigt, siehe Abbildung 3.1, ist der Anteil an Genomse-
quenzen, die eine Relevanz für die Bioﬁlmbildung haben, auf dem 65 kb großen
Chromid signiﬁkant größer als der Anteil auf dem 262 kb großen Chromid. Die-
ses Ergebnis spiegelt sich im physiologischen Verhalten wider: ohne das kleinste
Chromid ist das Bakterium nicht mehr in der Lage einen abiotischen Bioﬁlm
zu produzieren, wohingegen die Mutante ohne das größte Chromid nur eine
leicht geringere Intensität der Bioﬁlmbildung zeigt. Wenn dem Bakterium bei-
de Chromide fehlen, lässt sich ebenfalls keine Bioﬁlmbildung mehr nachweisen.
Durch die extrachromosomalen Elemente ist Phaeobacter inhibens DSM
17395 in der Lage einen abiotischen Bioﬁlm zu bilden. Starke Indizien deu-
ten darauf hin, dass dies auch für die Kandidaten Marinovum algicola DG898,
Marinovum algicola DSM 10251T, Dinoroseobacter shibae DSM 16493T und
Roseobacter denitriﬁcans DSM 7001T der Roseobacter -Klade gilt.
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Abbildung 3.5: Genereller Arbeitsﬂuss des opm Pakets sowie der Einbindung
in R und den Schnittstellen zu Software von Dritten [VSH+13]
3.2 R-Paket opm zur Analyse von Daten des
phänotypischen MicroArrays (PM)
Das R-Paket opm, als statistische Software zur Auswertung von PM-Daten, ist
frei verfügbar (Open-Source) und kann auf dem CRAN-Server heruntergela-
den werden. Alle notwendigen und hilfreichen Informationen sind auf folgender
Internetseite des Leibniz-Instiuts DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorga-




3.2.1 Kategorisierung der PM-Substrate
Das PM-System ermöglicht eine Beobachtung der Phänotypen von einzelli-
gen Organismen wie Bakterien, Pilzen oder tierischen Zellkulturen in über
2.000 unterschiedlichen Tests, die in Sätzen von 96-well -Mikrotiterplatten ver-
teilt sind. Es gibt zwar eine grobe Einteilung der Substrate in Kohlenstoﬀ-,
Stickstoﬀ-, Phosphat- und Schwefelquellen, biosynthetischen und stickstoﬀhal-
tigen Stoﬀwechselwegen, osmolytischen Konzentrationen, pH-Konzentrationen
und konzentrationsabhängigen Chemikaliensensitivitäten [Boc01] [Boc09], je-
doch keine detaillierteren Einteilungen in Klassen oder gar Informationen in-
haltlicher Art. Deshalb wurden die Substrate der PM-Mikrotiterplatten in die-
ser Studie in Klassen und Superklassen eingeteilt. Darüber hinaus wurden
Informationen zum Inhalt verlinkt. Mittels der Datenbanken MesH, KEGG,
Metacyc, CAS und der freien Enzyklopädie wikipedia, wurde jedem Substrat
eine Beschreibung oder/und ein Review -Artikel zugeordnet, um die Einord-
nung und Analyse der mannigfaltigen Substrate zu vereinfachen. Im opm-Paket
sind die Substratinformationen wie folgt implementiert: Die Substratkoordina-
ten der Eingabedaten können standardisiert in die vollständigen Substratna-
men umgewandelt werden, z.B. in der graﬁschen Auswertung im XY-Plot. Um
Substrate innerhalb der PM-Platten zu lokalisieren, könnend die Befehle %ty-
pes, ﬁnd_substrate and ﬁnd_position genutzt werden. Die Substratinforma-
tionen können mit dem Befehl %substrate_info aufgerufen werden, der sowohl
CAS-Nummern, als auch KEGG- [KGS+14] und Metacyc- [CAB+14] Identiﬁ-
kationscodierungen bereit stellt. [VSM+12]
3.2.2 Auswertungsmethoden
Das R-Paket opm bietet zahlreiche, statistisch abgesicherte Möglichkeiten zur
Auswertung der PM-Daten, siehe Abbildung 3.5. Mit dem Paket ist es mög-
lich die kinetischen Kurven zu speichern, die Kurvenparameter zu aggregieren,
die assoziierten Metadaten der Organismen und experimentellen Bedingungen
aufzunehmen, sowie die hochkomplexen Datensätze graﬁsch und statistisch zu
analysieren. Das Paket enthält Plots zu 95%-Konﬁdenzintervallen, erweiter-
te Heatmap-Graﬁken sowie Radialplots und individuelle Möglichkeiten zu der
Ermittlung von Durchschnittswerten zum Vergleich der berechneten Kurven-
parameter. Zusätzlich ist es möglich die Parameter zu diskretisieren.
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3.3 Phänotypisches MicroArray (PM) - Kohlen-
stoﬀquellen
3.3.1 Klassiﬁzierung des P. inhibens DSM 17395 Wild-
typs und der Chromidmutanten
Das phänotypische MicroArray der PM-Platten PM01 und PM02 testet den
Phänotyp zu 190 unterschiedlichen Kohlenstoﬀquellen.
In dieser Studie wurde Phaeobacter inhibens DSM 17395 Wildtyp und die
Chromid-Mutanten ohne das kleine 65 kb-Chromid, ohne das große 262 kb-
Chromid, sowie ohne das kleine und das große Chromid untersucht. Zusätzlich
wurde eine Negativkontrolle ohne Bakterien, nur mit dem Medium, getestet
(none). Der Test wurde als dreifaches Replikat durchgeführt. Abbildung 3.6
zeigt, dass zwar keine absolute, jedoch recht gute Reproduzierbarkeit der je-
weils drei Replikate, vorliegt. Das Bakterium als Wildtyp ist in der Lage etwa
die Hälfte der Kohlenstoﬀquellen zu nutzen. Dies gilt ebenfalls für die Mu-
tante pPinh65. Deutlich geringere Werte zeigen die Ergebnisse der Mutante
pPinh262. Die Mutante ohne das große und das kleine Chromid pPinh65_262
hingegen, zeigt einen Phänotyp, der nur noch eine sehr geringe Anzahl an
Kohlenstoﬀquellen nutzen kann. Folglich ist für die Nutzung von Kohlenstoﬀ-
quellen auch die Kombination aus beiden Chromiden bedeutsam. Zusätzlich
werden die Ergebnisse mit abnehmender genetischer Information des Bakteri-
ums schwächer. Der Wildtyp mit drei Chromiden erzielt die höchsten Werte.
Die Mutante ohne das große und das kleine Chromid erzielt die niedrigsten
Werte.
Die Ergebnisse der Klassiﬁzierung des Wildtyps und der drei Chromid-
Mutanten mittels COG-Kategorien, siehe Abbildung 3.1, ließen durch die ho-
hen Werte in der Kategorie M, bereits auf PM01- und PM02-Ergebnisse dieser
Art schließen.
3.3.2 Diskriminanzanalyse
Die Diskriminanzanalyse, siehe Abbildung 2.1, ermöglicht eine Datenreduktion
der PM-Ergebnisse. Dadurch wiederum, ist eine inhaltliche Interpretation des
phänotypischen MicroArrays möglich. Dabei wurde in dieser Studie auf dem
Genom nach dem Substrat möglichen zugehörigen Kernenzymen mit Locus
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Abbildung 3.6: opm-Heatmap zur Klassiﬁzierung von P. inhibens DSM 17395
und den drei Chromid-Mutanten über die Substrate von PM01 und PM02 als
dreifache Replikate; none bezeichnet dabei die Negativkontrolle ohne Bakteri-
en.
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Abbildung 3.7: Kreisdiagramme mit absoluten positiven Reaktionen zur Ein-
ordnung der Substratklassen der Mono-, Di- und Polysaccharide, Alkohole,
Amino- und Carbonsäuren, Amine und Nukleinsäuren, die durch die gene-
tische Information der verschiedenen Kompartimente von P. inhibens DSM
17395 entstehen; links oben pPinh262kb, rechts oben pPinh65kb, links unten
pPinh262kb-pPinh65kb, rechts unten Pinh-c-pPinh78kb.
Tags und der COG-Kategorie gesucht.
Die Übersichtsgraﬁk Abbildung 3.7 zeigt die zwölf Klassen plus unklassiﬁ-
zierte Chemikalien, in die die Kohlenstoﬀquellen der PM-Platten PM01 und
PM02 aufgeteilt werden können, die eine postive Reaktion für P. inhibens DSM
17395 und/oder einer der Chromid-Mutanten gezeigt haben. Insgesamt waren
77 positive Reaktionen zu verzeichnen. Dabei machen die Mono-, Di- und Po-
lysaccharide einen Gesamtanteil von 16 positiven Reaktionen aus. Die Carb-
onsäuren haben einen Gesamtanteil von 21 positiven Reaktionen, die Amino-
säuren von 28 positiven Reaktionen, die Alkohole von 6 positiven Reaktionen,
die Nukleinsäuren von 4 positiven Reaktionen und die Amine von 1 positi-
ver Reaktion. Zusätzlich gab es 1 positive Sonderreaktion, die nicht in der
Graﬁk aufgeführt ist. Auf dem größten 262 kb-Chromid liegt der relevante
genetische Code für positive Reaktionen in sieben unterschiedlichen Substrat-
klassen, wohingegen auf dem kleinen 65 k- Chromid nur relevanter genetischer
Code für eine positive Reaktion der Substratklasse der Carbonsäuren liegt.
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Auf dem größten 262 kb-Chromid in Kombination mit dem kleinsten 65 kb-
Chromid liegt der relevante genetische Code für positive Reaktionen in fünf
unterschiedlichen Substratklassen. Auf beiden Chromiden und in Kombinati-
on liegt der genetische Code für Carbonsäuren. In Kombination kommen noch
Mono- und Disaccharide sowie Aminosäuren hinzu. Das Chromosom bzw. 78
kb-Chromid enthalten den genetischen Code für die Nukleinsäuren, sowie eine
getestete Aminosäure und eine Carbonsäure.
Die Bedeutung des 262 kb großen Chromids für den Phänotyp
Die Diskriminanzanalyse über den Wildtyp und die drei Chromid-Mutanten
lässt durch die Kombination 2,0/1,2,0/1, siehe Abbildung 2.1, einen Rück-
schluss darauf zu, dass der relevante genetische Code für den Phänotyp auf
dem 262 kb großen Chromid von P. inhibens DSM 17395 liegt. Für sechs der
positiv getesteten Substrate konnten auf dem 262 kb großen Chromid Kernen-
zyme identiﬁziert werden, siehe Tabelle 4.1 und Tabelle 4.2. Der genetische
Code des 262 kb großen Chromids ist besonders für Saccharide (acht positive
Ergebnisse) und Aminosäuren (vier positive Ergebnisse) relevant. Die Ergeb-
nisse zu der Homologie in biologisch sinnvolle Klassen von Genen (COG), Ab-
bildung 3.1 und dazugehörig Tabelle 3.1, ergibt dazu passend die Kategorien
M Zellwand-/ Membran-/ Hüllenbiogenese, E Aminosäurenmetabolismus und
-transport sowie K Transkription, als bedeutsam für das große Chromid aus.
Die Bedeutung des 65 kb großen Chromids für den Phänotyp
Die Diskriminanzanalyse über den Wildtyp und die drei Chromid-Mutanten
lässt durch die Kombination 2,2,0/1,0/1 siehe Abbildung 2.1, einen Rück-
schluss darauf zu, dass der relevante genetische Code für den Phänotyp aus-
schließlich auf dem 65 kb großen Chromid von P. inhibens DSM 17395 liegt.
Diese Ergebniskombination liegt für eins der positiv getesteten Substrate vor.
Es handelt sich dabei um die Carbonsäure p-Hydroxyphenylessigsäure. Da auf
dem kleinen Chromid die COG-Kategorie M signiﬁkant hervorsticht, wäre ei-
ne höhere Anzahl an positiven Reaktionen für die Klassen der Saccharide zu
erwarten gewesen. Da jedoch auch die COG-Kategorie T Signaltransduktion
bedeutend für das Chromid ist, lässt dies auf eine regulatorische Bedeutung
des genetischen Codes des kleinsten Chromids schließen.
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Die Bedeutung des 262 kb- in Kombination mit dem 65 kb großen
Chromids für den Phänotyp
Die Diskriminanzanalyse über den Wildtyp und die drei Chromid-Mutanten





siehe Abbildung 2.1, einen Rückschluss darauf zu, dass der relevante genetische
Code für den Phänotyp auf dem 262 kb großen Chromid in Kombination mit
dem 65 kb großen Chromid von P. inhibens DSM 17395 liegt. Für 27 der
positiv getesteten Substrate konnten auf dem 262 kb und gegebenenfalls 65 kb
großen Chromid mögliche Kernenzyme identiﬁziert werden, siehe Tabelle 4.4,
Tabelle 4.5, Tabelle 4.6, Tabelle 4.7, Tabelle 4.8, Tabelle 4.9 und Tabelle 4.10.
Besonders die Klasse der Aminosäuren mit 21 positiven Reaktionen und die
Klasse der Carbonsäuren mit 16 positiven Reaktionen stechen hervor, siehe
auch Abbildung 3.7. Dieses Ergebnis spiegelt sich auch in den Ergebnissen der
COG-Analyse in den Kategorien E Aminosäurenmetabolismus und -transport,
M Zellwand-/ Membran-/ Hüllenbiogenese und T Signaltransduktion wider.
Die Bedeutung des Chromosoms oder des 78 kb großen Chromids
für den Phänotyp
Die Diskriminanzanalyse über den Wildtyp und die drei Chromid-Mutanten
lässt durch die Kombination 2,2,2,2, siehe Abbildung 2.1, einen Rückschluss
darauf zu, dass der relevante genetische Code für den Phänotyp auf dem Chro-
mosom oder dem mittlerern 78 kb großen Chromid von P. inhibens DSM 17395
liegt. Diese Ergebniskombination liegt bei einer Aminosäure L-Histidin, die
Carbonsäure Essigsäure und vier Nukleinsäuren Thymidin, Adenosin, Inosin
und Uridin vor. Die Ergebnisse der COG-Analyse stützen die PM-Ergebnisse
mit den COG-Kategorien E Aminosäurenmetabolismus und -transport (c,




Die Deﬁnition einer Sonderreaktion ist eine stärkere positive Reaktion der Mu-
tanten als des Wildtyps. Ohne das jeweilige Chromid, vergleiche die Kombi-
nationsmöglichkeiten Abbildung 2.1, reagiert das Bakterium folglich stärker.
Dieser Fall tritt bei den Kohlenstoﬀquellen nur einmal bei der Carbonsäure
Buttersäure auf. Für dieses Substrat ist eine absolut positive Reaktion nur bei
der Mutante ohne das 262 kb-Chromid zu detektieren. Ausschließlich ohne das
262 kb-Chromid wird Buttersäure als Kohlenstoﬀquelle verwendet.
3.4 Phänotypisches MicroArray (PM) - Chemi-
kalientoleranz
Das phänotypische MicroArray der PM-Platten PM10 bis PM20 testet den
Phänotyp zu 240 Chemikalien. Einen großen Anteil der getesteten Chemika-
lien stellt die Gruppe der Antibiotika dar. Um die vielen unterschiedlichen
Antibiotikasubstrate besser einordnen zu können, wurden sie klassiﬁziert und
beschrieben, siehe Tabelle 3.3, Tabelle 3.4, Tabelle 3.6.
3.4.1 Diskriminanzanalyse
Die Diskriminanzanalyse, siehe Abbildung 2.1, der PM-Platten PM10-PM20
zeigt den Phänotyp von P. inhibens DSM 17395 und der Chromid-Mutanten
in Bezug auf die Chemikalientoleranz. Das Bakterium hat bei dem Test eine
minimale C-Quelle zur Verfügung und wird auf seine Toleranz gegenüber des
vorgelegten meist giftigen Substrats hin untersucht. Alle positiven Ergebnisse
sind im folgenden dargestellt. Die Chemikalien sind in Klassen und Superklas-
sen eingeteilt und nach Möglichkeit inhaltlich beschrieben. Außerdem wurde
das Genom des großen 262 kb- und des kleinen 65 kb-Chromids nach möglichen
Kernenzymen für die Toleranzen untersucht.
Übersicht
In dieser Studie wurde Phaeobacter inhibens DSM 17395 Wildtyp und die
Chromid-Mutanten ohne das kleine 65 kb-Chromid, ohne das große 262 kb-
Chromid, sowie ohne das kleine und das große Chromid für die Chemikalien-
toleranzen als zweifache Replikate untersucht. Dabei konnte sowohl für den
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Tabelle 3.2: Antibiotikaklassen, die im phänotypischen MicroArray verwendet














Aminocumarine sind eine Antibio-
tikaklasse, die ihre Wirkung über die
Hemmung der DNA-Gyraseenzyme,
die in die Zellteilung von Bakteri-






Aminoglykoside binden die bakte-
rielle 30S ribosomale Untereinheit,
teilweise auch die 50S-Untereinheit,
und hemmen die Translokation der
peptidyl-tRNA von der A-Seite zur
P-Seite. Zusätzlich kommt es zur
Fehlübersetzungen der mRNA, so
dass das Bakterium nicht mehr in
der Lage ist überlebenswichtige Pro-
teine zu synthetisieren.
[Whe84]
Ansamycine Ansamycine sind eine Familie mit
sekundären Metaboliten, die anti-
mikrobielle Aktivität gegenüber vie-
len Gram-positiven und manchen
Gram-negativen Bakterien zeigen.
Sie beinhalten verschiedene Sub-
stanzen, z.B.: Streptovaricin und
Rifamycin. Zusätzlich zeigen diese
Substanzen antivirale Aktivität ge-




Tabelle 3.3: Fortsetzung. Antibiotikaklassen, die im phänotypischen MicroAr-














Hemmen die bakterielle DNA-
Gyrase oder Topoisomerase-IV-






























Binden die 50S-Untereinheit der
bakteriellen ribosomalen RNA und






Binden an die Membran und bewir-
ken somit eine rasante Depolarisie-
rung, die zu einem Abfall des Mem-
branpotentials führt, das zu einer




Tabelle 3.4: Fortsetzung I. Antibiotikaklassen, die im phänotypischen MicroAr-











Hemmung der bakteriellen Prote-
insynthese durch eine reversible
Bindung der 50S-Untereinheit der
bakteriellen Ribosomen durch ei-
ne Hemmung der Translokation von
peptidyl-tRNA.
[Dav11]
Metronidazole unspeziﬁsch Produzieren toxische freie Radika-
le, die DNA und Proteine zerstö-
ren. Dieser unspeziﬁsche Mechanis-
mus ist verantwortlich für die Ak-
tivität gegenüber einer Vielzahl von





Intramikrobiell, wobei erst durch
Reduktion der Nitro-Gruppe die
hochwirksamen Metaboliten entste-












ein Molekül das Bausteine von




Tabelle 3.5: Fortsetzung II. Antibiotikaklassen, die im phänotypischen Mi-











Aktiv in der Folsäuresynthe-
se als Hemmer des Enzyms
Dihydropteroat-Synthetase (DH-
PS). DHPS katalysiert die
Umsetzung von PABA (para-
Aminobenzoat) zu Dihydropteroat,
eine Kernreaktion in der Folsäure-
synthese. Folsäure ist essentiell für






Hemmen die Bindung aminoacyl-
tRNA an den mRNA-ribosomalen
Komplex, hauptsächlich durch eine
Bindung an die 30S ribosomale Un-







Bilden kovalente Addukte mit
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotide
(NAD). Diese Addukte inhibieren
M. tuberculosis and M. leprae InhA.
[WLG+07]
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Tabelle 3.6: Antibiotikaklassen des phänotypischen MicroArrays der Super-
klasse B-Lactame mit der Klasse des Wirkungsmechanismus Hemmung der
Zellwandsynthese und der Beschreibung des Wirkungsmechanismus Unterbre-
chung der Synthese der Peptidoglykanschicht der bakteriellen Zellwand.
ª
Klasse Review
B-Lactame  Carbacepheme [Cop92]
















B-Lactame  Monobactame [BH91]
B-Lactame  Penicilline [KD11]
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Abbildung 3.8: Kreisdiagramme mit absoluten positiven Reaktionen zur Ein-
ordnung der Klassen der Biozide, Metaboliten, Sekundärmetaboliten, Amino-
säuren, Aromaten, anorganischen Substrate, halogenhaltigen Substrate, Psy-
chopharmaka, Antiseptika, Zytostatika  Alkylanzien, Zytostatika  Antimeta-
bolite, Zytostatika  Antibiotika und unklassiﬁzierten Chemikalien, die durch
die genetische Information der verschiedenen Kompartimente von P. inhibens
DSM 17395 toleriert werden; links oben pPinh262kb, rechts oben pPinh65kb,
links unten pPinh262kb_pPinh65kb, rechts unten Pinh_c_pPinh78kb.
Wildtyp als auch für die Mutanten ein optimaler pH-Bereich von 7-10 detek-
tiert werden (Platte PM10).
In Abbildung 3.8 sind die 164 absolut positiv getesteten Reaktionen der
Platten PM10-20 als Kreisdiagramme sortiert nach Klassen dargestellt, ausge-
nommen der Sonderreaktionen. Der relevante genetische Code für die unter-
schiedlichsten Toleranzen (sieben verschiedene Klassen) liegt auf dem Chro-
mosom bzw. 78kb großen Chromid. Auf dem größten 262 kb-Chromid liegt die
genetische Information von neun verschiedenen Chemikalienklassen. Auf dem
größten in Kombination mit dem kleinsten 65 kb-Chromid liegt der relevante
genetische Code für zehn unterschiedliche Chemikalienklassen. Die genetische
Information des kleinsten Chromids beihnaltet die Information für Toleranzen
von fünf unterschiedlichen Chemikalienklassen.
In Abbildung 3.9 sind die absolut positiv getesteten Reaktionen der Platten
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Abbildung 3.9: Kreisdiagramme mit absoluten positiven Reaktionen zur Ein-
ordnung der Zytostatika  Antibiotikatoleranzen der Klassen B-Lactame 
Cephalosporine, B-Lactam  Monobactame, B-Lactame  Penicilline, Fos-
fomycine, Glykopeptide, Polypeptide, Sulfonamide, Thionamide, Chinolone,
Nitrofurane, Nitroimidazole, Aminoglykoside, Tetrazykline und Lincosami-
de, die durch die genetische Information der verschiedenen Kompartimen-
te von P. inhibens DSM 17395 toleriert werden; links oben pPinh262kb,
rechts oben pPinh65kb, links unten pPinh262kb_pPinh65kb, rechts unten
Pinh_c_pPinh78kb.
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PM10-20 als Kreisdiagramme sortiert nach 14 Zytostatika  Antibiotikaklassen
dargestellt. Die größte Variabilität der Resistenz gegenüber den untersuchten
Antibiotikaklassen kodiert auf dem größten 262 kb-Chromid (acht Antibiotika-
klassen), nur übertroﬀen von dem großen 262 kb- in Kombination mit dem klei-
nen 65 kb-Chromid (zehn Antibiotikaklassen). Der relevante genetische Code
für jeweils drei unterschiedliche Antibiotikaklassen liegt auf dem Chromosom
bzw. 78 kb-Chromid und auf dem kleinsten 65 kb-Chromid.
3.4.2 Kernenzyme für Chemikalientoleranzen - Chromid
65 kb und Chromid 262 kb
In der folgenden Tabelle 5.1, Tabelle 5.2, Tabelle 5.3, Tabelle 5.4, Tabelle 5.5
und in der Fortsetzung Tabelle 5.6 sind mögliche relevante Kernenzyme und
zugehörige Stoﬀwechselwege bzw. Reaktionen der Chromide 65 kb und 262
kb von P. inhibens DSM 17395 für die Toleranzen gegenüber der getesteten
Chemikalien gelistet. Die Kernenzyme, die eine Relevanz für die Chemikali-
entoleranen haben könnten, gehören der COG-Kategorien E Aminosäurenme-
tabolismus und -transport, K Transkription, P Anorganischer Ionentransport
und -metabolismus, Q Sekundärstrukturen, R generelle funktionelle Aussage
möglich und V Abwehrmechanismen an.
Die Bedeutung des 262 kb großen Chromids für den Phänotyp
Die Diskriminanzanalyse über den Wildtyp und die drei Chromid-Mutanten
lässt durch die Kombination 2,0/1,2,0/1, siehe Abbildung 2.1, einen Rück-
schluss darauf zu, dass der relevante genetische Code oder regulatorische In-
formationen für den Phänotyp auf dem 262 kb großen Chromid von P. inhibens
DSM 17395 liegen. Gegen die in Tabelle 5.7, Tabelle 5.8, Tabelle 5.9, Tabel-
le 5.10. Tabelle 5.11, Tabelle 5.12 und Tabelle 5.13 gelisteten Substrate der
Klassen der Biozide, Sekundärmetabolite, Aromaten, anorganischen und ha-
logenhaltigen Substrate, Psychopharmaka, Antiseptika, Zytostatika  Antime-
taboliten, Zytostatika  Antibiotika (Cephalosporine, Fosfomycin, Glykopepti-
de, Polypeptide, Sulfonamide, Chinolone, Nitroimidazole und Aminoglykoside)
und drei unklassiﬁzieren Chemikalien ist das Bakterium durch die genetischen
Informationen auf Chromid 262 kb tolerant.
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Die Bedeutung des 65 kb großen Chromids für den Phänotyp
Die Diskriminanzanalyse über den Wildtyp und die drei Chromid-Mutanten
lässt durch die Kombination 2,2,0/1,0/1, siehe Abbildung 2.1, einen Rück-
schluss darauf zu, dass der relevante genetische Code oder regulatorische In-
formationen für den Phänotyp auf dem 65 kb großen Chromid von P. inhibens
DSM 17395 liegen. Gegen die in Tabelle 5.14 und Tabelle 5.15 gelisteten Sub-
strate der Klassen der Sekundärmetaboliten, halogenhaltigen Substrate, Zyto-
statika  Antimetaboliten, Zytostatika  Antibiotika (Glykopeptide, Nitrofura-
ne und Aminoglykoside) sowie unklassﬁzierten Chemikalien ist das Bakterium
durch die genetischen Informationen auf Chromid 65 kb tolerant.
Die Bedeutung des 262 kb in Kombination mit dem 65 kb großen
Chromids für den Phänotyp
Die Diskriminanzanalyse über den Wildtyp und die drei Chromid-Mutanten





siehe Abbildung 2.1, einen Rückschluss darauf zu, dass der relevante geneti-
sche Code oder regulatorische Informationen für den Phänotyp auf dem 262
kb großen Chromid in Kombination mit dem 65 kb großen Chromid von P.
inhibens DSM 17395 liegen. Gegen die in Tabelle 5.16, Tabelle 5.17, Tabel-
le 5.19, Tabelle 5.20, Tabelle 5.21, Tabelle 5.22, Tabelle 5.23, Tabelle 5.24 und
Tabelle 5.25 gelisteten Substrate der Klassen der Biozide, Sekundärmetaboli-
ten, Aminosäuren, Aromaten, anorganischen und halogenhaltigen Substrate,
Psychopharmaka, Antiseptika, Zytostatika  Antimetaboliten, Zytostatika 
Antibiotika (Cephalosporine, Penecilline, Polypeptide, Sulfonamide, Chinolo-
ne, Nitrofurane, Nitroimidazole, Aminoglykoside, Tetrazykline, Lincosamide)
sowie unklassiﬁzierten Chemikalien ist das Bakterium durch die genetischen
Informationen auf Chromid 65 kb tolerant. Der genetische Code des größten
und kleinsten Chromids in Kombination ergibt die umfangreichsten Chemika-
lientoleranzen.
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Die Bedeutung des Chromosoms oder des 78 kb großen Chromids
für den Phänotyp
Die Diskriminanzanalyse über den Wildtyp und die drei Chromid-Mutanten
lässt durch die Kombination 2,2,2,2, siehe Abbildung 2.1, einen Rückschluss
darauf zu, dass der relevante genetische Code oder regulatorische Informatio-
nen für den Phänotyp auf dem Chromosom und/ oder 78 kb großen Chromid
von P. ihibens DSM 17395 liegen. Gegen die in Tabelle 5.26, Tabelle 5.27,
Tabelle 5.28 und Tabelle 5.29 gelisteten Substrate der Klassen der Biozide, Se-
kundärmetaboliten, Aminosäuren, anorganische und halogenhaltige Substrate,
Zytostatika  Antimetabolite, Zytostatika  Antibiotika (Monobactame, Thio-
namide, Nitroimidazole) und weitere unklassiﬁzierte Chemikalien ist das Bak-
terium durch die genetischen Informationen auf dem Chromosom und/ oder
dem 78 kb großen Chromid tolerant.
Sonderreaktionen
Die Deﬁnition einer Sonderreaktion ist eine stärkere positive Reaktion der Mu-
tanten als des Wildtyps. Ohne das jeweilige Chromid, vergleiche die Kombina-
tionsmöglichkeiten, Abbildung 2.1
0/1,0/1,2,0/1 Rkt. bei Mutante ohne pPinh65
0/1,2,2,0/1 Rkt. bei Mutanten ohne pPinh262 und pPinh65
0/1,0/1,2,2 Rkt. bei Mutante ohne pPinh65 und bei Doppelmutante ohne
pPinh262_pPinh65
reagiert das Bakterium resistenter, siehe Tabelle 5.30, Tabelle 5.31 und Ta-
belle 5.32. Die Chromidmutante ohne das kleine 65 kb-Chromid hat positive
Reaktionen bei der Aminosäure Poly-L-Lysin, dem Sekundärmetabolit Cuma-
rin, dem anorg. Stoﬀ Lithiumchlorid, dem Halogen Chlorhexidin, dem Zyto-
statika  Alkylanz Chlorambucil, dem Zytostatika  Antimetabolit Triﬂuri-
din, das Fungizid Blasticidin S, den Zytostatika  Antibiotika  Cephalosporin
Cefoperazon, Cefamandole, dem Zytostatika  Antibiotika  Sulfonamid Sul-
famonomethoxin, dem Psychopharmakon  Antipsychotikum Chlorpromazin,
den unklassiﬁzierten Chemikalien Compound 48/80 und Sulfachloropyridazin.
Die Chromidmutante ohne das große 262 kb-Chromid und ohne das kleine
65 kb-Chromid hat positive Reaktionen bei dem Sekundärmetabolit Harma-
ne, dem Biozid Triclosan und Oxycarboxin, dem Metabolit Pyrophosphat, dem
anorganische Substraten Phenylarsinoxid und Hydroxylamin sowie dem halo-
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genhaltigen Substrat Floxuridine. Die Chromidmutante ohne das große 262
kb-Chromid und kleine 65 kb-Chromid in Kombination, sowie bei der Chro-
midmutante ohne das kleine 65 kb-Chromid hat eine positive Reaktionen bei
dem Metabolit D,L-a-Liponsäure.
Die Tabellen enthalten zusätzlich Beschreibungen der Substrate bzw. Che-
mikalien, die automatisiert aus den Datenbanken wikipedia, MeSH, CAS, Me-







In diesem Kapitel sind die positiv getesteten Substrate der PM-Platten PM01
und PM02 in tabellarischer Form gelistet und sortiert nach Genkompartimen-
ten von P. inhibens DSM 17395 laut Diskriminanzanalyse, siehe Abbildung 2.1.
Zusätzlich sind zu jedem Substrat inhaltliche Informationen aus den oben ge-
nannten Datenbanken, siehe 2.11, in der jeweils generierten Sprache in Form
der zugehörigen Klassen und möglichen Kernenzyme, Locus-Tags und COG-
Kategorien der Chromide der Größe 262 kb und 65 kb von P. inhibens DSM
17395 gesammelt und gelistet.
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Tabelle 4.1: Das 262 kb große Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist relevant
für die positive Reaktion der gelisteten Mono-, Di- und Polysaccharide, sowie
















































































































































































































































































































































































Tabelle 4.2: Das 262 kb große Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist relevant
für die positive Reaktion der gelisteten Aminosäuren oder ihre Derivate, sowie

































































































































































































































































































































































Tabelle 4.3: Das 65 kb große Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist relevant





Tabelle 4.4: Das 262 kb große Chromid in Kombination mit dem 65 kb großen
Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist relevant für die positive Reaktion der































































































































































































































































































































































































Tabelle 4.5: Das 262 kb große Chromid in Kombination mit dem 65 kb großen
Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist relevant für die positive Reaktion der












































































































































































































































































































































































































































































Tabelle 4.6: Fortsetzung I. Das 262 kb große Chromid in Kombination mit
dem 65 kb großen Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist relevant für die































































































































































































































































































































































































































































Tabelle 4.7: Fortsetzung II. Das 262 kb große Chromid in Kombination mit
dem 65 kb großen Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist relevant für die
































































































































































































































































































































































































































































































































































































Tabelle 4.8: Fortsetzung III. Das 262 kb große Chromid in Kombination mit
dem 65 kb großen Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist relevant für die





















































































































































































































































































































































































































































Tabelle 4.9: Das 262 kb große Chromid in Kombination mit dem 65 kb großen
Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist relevant für die positive Reaktion der























































































































































































































































































































































Tabelle 4.10: Fortsetzung I. Das 262 kb große Chromid in Kombination mit
dem 65 kb großen Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist relevant für die
positive Reaktion der gelisteten Carbonsäuren durch zugehörige Kernenzyme
ª




Tabelle 4.11: Das Chromosom und/oder das 78 kb große Chromid von P.
inhibens DSM 17395 ist relevant für die positive Reaktion der gelisteten Amino-
, Carbonsäuren, sowie Nukleinsäuren durch zugehörige Kernenzyme
ª
















In diesem Kapitel sind zunächst mögliche Kernenzyme und zugehörige Stoﬀ-
wechselwege bzw. Reaktionen der P. inhibens DSM 17395 Chromide der Größe
262 kb und 65 kb aufgeführt. Weiterhin sind die positiv getesteten Substrate
der PM-Platten PM10-PM20 in tabellarischer Form gelistet und sortiert nach
Genkompartimenten von P. inhibens DSM 17395 laut Diskriminanzanalyse,
siehe Abbildung 2.1. Zusätzlich sind zu jedem Substrat inhaltliche Informatio-




Tabelle 5.1: Kernenzyme und Stoﬀwechselwege für Toleranzen gegenüber an-
organischen Stoﬀen von P. inhibens DSM 17395 Chromid 262 kb; COG-
















































































































































































































































































































































































































































































































































Tabelle 5.2: Fortsetzung. Kernenzyme und Stoﬀwechselwege für Toleranzen
gegenüber anorganischen Stoﬀen von P. inhibens DSM 17395 Chromid 262

































































































































































































































































































































































































































































































































































Tabelle 5.3: Kernenzyme und Stoﬀwechselwege für Toleranzen gegenüber, z.B.
multiplen Antibiotika, organischen Lösungsmitteln, Haushaltsdesinfektions-
mitteln, oxidative Stressagentien oder Pathogenfaktoren von P. inhibens DSM










































































































































































































































































































































































































































































































































































































Tabelle 5.4: Fortsetzung. Kernenzyme und Stoﬀwechselwege für Toleranzen ge-
genüber, z.B. multiplen Antibiotika, organischen Lösungsmitteln, Haushalts-
desinfektionsmitteln, oxidative Stressagentien oder Pathogenfaktoren von P.




























































































































































































































































































Tabelle 5.5: Fortsetzung I. Kernenzyme und Stoﬀwechselwege für Toleranzen
gegenüber, z.B. multiplen Antibiotika, organischen Lösungsmitteln, Haushalts-
desinfektionsmitteln, oxidative Stressagentien oder Pathogenfaktoren von P.








































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Tabelle 5.6: Fortsetzung II. Kernenzyme und Stoﬀwechselwege für Toleranzen
gegenüber, z.B. multiplen Antibiotika, organischen Lösungsmitteln, Haushalts-
desinfektionsmitteln, oxidative Stressagentien oder Pathogenfaktoren von P.






























































































































































































































































































































































































Tabelle 5.7: Das 262 kb große Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist tolerant












































































































































































































































































































































































































































































































Tabelle 5.8: Das 262 kb große Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist tolerant
zu den positiv getesteten Reaktionen der gelisteten Anorganische Stoﬀe und




































































































































































































































































Tabelle 5.9: Das 262 kb große Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist tolerant


























































































































































































































































































































































































































































































Tabelle 5.10: Das 262 kb große Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist to-







































































































































































































































































































































































































































































































































Tabelle 5.11: Fortsetzung. Das 262 kb große Chromid von P. inhibens DSM











































































































































































































































































































































































































































































































































































Tabelle 5.12: Das 262 kb große Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist to-





Antiseptika Dequalinium A topical bacteriostat that
is available as various salts.
It is used in wound dres-
sings and mouth infections
and may also have antifun-









antiseptic with a bacte-
riostatic action against
Gram-positive organisms,
but much less eﬀective
against Gram-negative
organisms. It is mainly
used in soaps and creams
and is an ingredient of
various preparations used





Tabelle 5.13: Das 262 kb große Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist tole-








A sulfhydryl reagent which
oxidizes sulfhydryl groups
to the disulﬁde form. It
is a radiation-sensitizing





protozoal agent used in
ameba and trichomonas
infections. It is partially
plasma-bound and also has
radiation-sensitizing action.
Tabelle 5.14: Das 65 kb große Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist tolerant












Tabelle 5.15: Das 65 kb große Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist tolerant
zu den positiv getesteten Reaktionen der gelisteten Zytostatika  Antibiotika,




































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Tabelle 5.16: Das 262 kb große Chromid in Kombination mit dem 65 kb großen
Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist tolerant zu den positiv getesteten







































































































































































































































































































































































































































Tabelle 5.17: Das 262 kb große Chromid in Kombination mit dem 65 kb großen
Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist tolerant zu den positiv getesteten



























Tabelle 5.18: Das 262 kb große Chromid in Kombination mit dem 65 kb großen
Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist tolerant zu den positiv getesteten


















tant used as a topical anti-
infective agent. It is an
ingredient in medicaments,
deodorants, mouthwashes,
etc., and is used to disinfect
apparatus, etc., in the food
processing and pharmaceu-
tical industries, in surgery,
and also as a preservative.
The compound is toxic oral-
ly as a result of neuromus-
cular blockade.
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Tabelle 5.19: Das 262 kb große Chromid in Kombination mit dem 65 kb großen
Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist tolerant zu den positiv getesteten
Reaktionen der Psychopharmaka, der Antiseptika, der Zytostatika  Antime-





































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Tabelle 5.20: Fortsetzung. Das 262 kb große Chromid in Kombination mit dem
65 kb großen Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist tolerant zu den positiv










































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Tabelle 5.21: Fortsetzung I. Das 262 kb große Chromid in Kombination mit
dem 65 kb großen Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist tolerant zu den














































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Tabelle 5.22: Fortsetzung II. Das 262 kb große Chromid in Kombination mit
dem 65 kb großen Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist tolerant zu den



































































































































































































































































































































































































































































































































































Tabelle 5.23: Fortsetzung III. Das 262 kb große Chromid in Kombination mit
dem 65 kb großen Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist tolerant zu den




















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Tabelle 5.24: Das 262 kb große Chromid in Kombination mit dem 65 kb großen
Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist tolerant zu den positiv getesteten








Tabelle 5.25: Fortsetzung. Das 262 kb große Chromid in Kombination mit dem
65 k -großen Chromid von P. inhibens DSM 17395 ist tolerant zu den positiv








A local anesthetic and
cardiac depressant used as
an antiarrhythmia agent.
Its actions are more intense
and its eﬀects more prolon-
ged than those of procaine
but its duration of action
is shorter than that of
bupivacaine or prilocaine.
Derivat des Harnstoﬀs
Tabelle 5.26: Das Chromosom und/oder das 78 kb große Chromid von P.
inhibens DSM 17395 ist tolerant zu den positiv getesteten Reaktionen der





pH 9.5 + L-Glutamin
pH 9.5 + L-Alanin
pH 9.5 + L-Asparagin
pH 9.5 + L-Threonin
pH 9.5 + Hydroxy-L-
Prolin













Tabelle 5.27: Das Chromosom und/oder das 78 kb große Chromid von P.
inhibens DSM 17395 ist tolerant zu den positiv getesteten Reaktionen der













































































































































































































































































































































































Tabelle 5.28: Das Chromosom und/oder das 78 kb große Chromid von P.
inhibens DSM 17395 ist tolerant zu den positiv getesteten Reaktionen der

































































































































































































































































































































































































































































Tabelle 5.29: Das Chromosom und/oder das 78 kb große Chromid von P.
inhibens DSM 17395 ist tolerant zu den positiv getesteten Reaktionen der


































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































6.1 Die Bedeutung der extrachromosomalen Ele-
mente für die Bioﬁlmbildung innerhalb der
Roseobacter -Klade
Als sogenannte City of Microbes [WK00] bilden Bioﬁlme komplexe Mikrostruk-
turen und Möglichkeiten zur Kommunikation (quorum-sensing) (QS) unterein-
ander. Dies gilt insbesondere für Vertreter der Roseobacter -Klade [CB13]. Die
Mikroorganismen im Bioﬁlm sind in einer Matrix aus Exopolysacchariden,
Proteinen, Nukleinsäuren und Lipiden als kooperatives Konsortium gebun-
den [MRB+11]. Bioﬁlme entstehen als dreidimensionale Architekturen z.B. an
Oberﬂächen in nährstoﬀreichen Gewässern und in oligotrophen Habitaten, wie
Wasserpipelines. Die Matrix dient nicht nur als Verdauungs- und Recycling-
möglichkeit, sondern auch als Schutzwall gegen Austrocknung, angereicherte
Biozide, einige Antibiotika, metallische Kationen, Ultraviolette Strahlung, vie-
le Protozoen und als eine Immunabwehr. [FW10]
6.1.1 Phaeobacter inhibens DSM 17395
Die Fähigkeit zur Bioﬁlmbildung des Meeresbakteriums Phaeobacter inhibens
DSM 17395 der Roseobacter -Klade ist ein bedeutungsvolles Chromid-kodiertes
Charakteristikum. Die genetische Analyse der Klassiﬁzierung mittels COG-
Kategorien, siehe Abbildung 3.1, des Bakteriums zeigt, dass die hervorste-
chende Kategorie M mit bioﬁlm-assoziierten genetischen Informationen be-
sonders stark auf dem kleinsten 65 kb-großen Chromid vertreten ist. Die selbe
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COG-Kategorie ist ebenfalls, wenn auch in deutlich geringerer Intensität, auf
dem größten 262 kb-großen Chromid vertreten. [Tagungsbeiträge MIMAS und
VAAM] Des Weiteren sind auf den Chromiden Genomsequenzen, siehe Abbil-
dung 3.2, zu der Synthese von Rhamnose, Fucose, Glucuronsäure, Peptidogly-
can sowie Polyscchariden und deren Transport und dem Transkriptionsfaktor
luxR zugegen. Homologe der lux Gene sind relevant für Acyl-Homoserinlactone
(AHL)-basierte QS-Mechanismen und weit verbreitet innerhalb der Roseobac-
ter -Klade [ZLFH14].
Die physiologische phänotypische Analyse mittels Bioﬁlmassay unterstützt
die Resultate der Genomik im vollen Umfang, siehe Abbildung 3.4. Resultie-
rend ist das Bakterium unter den Versuchsbedingungen in nährstoﬀreichem
MB -Medium ohne das kleinste 65 kb-Chromid nahezu nicht mehr in der Lage
einen Bioﬁlm zu bilden. Ohne das größte 262 kb-Chromid ist eine Bioﬁlmbil-
dung möglich, jedoch in abgeschwächterer Form. Abbildung 3.4 Die Mutante
ohne das 65 kb-Chromid verliert nicht nur ihre abiotische Fähigkeit, sondern
auch ihre biotische Fähigkeit Bioﬁlme zu bilden [FMP+15]. Zusätzlich zeigte
die Mutante keine ﬂagellare Motilität mehr, was sich durch eine alternative
Regulierung durch einen Sigma-Faktor alg begründen könnte, wie Garrett et.
al es in ihrer Studie beschreiben. Während die Alginatsynthese positiv regu-
liert ist, wird die Synthese des Flagellums durch den Sigmafaktor 22 negativ
reguliert [GPW99]. Das suggeriert, dass bei einer Synthese von Exopolysaccha-
riden Alginat in bioﬁlm-assoziierten Zellen angereichert wird und die Synthese
von Flagellen zurückgeht. Um ein produktives Mitglied der Bioﬁlm-Matrix
zu werden, muss das Bakterium unterscheiden, damit die 3-D-Struktur nicht
durch ein Flagellum destabilisiert wird [WK00]. Auf dem 65 kb-großen ex-
trachromosomalen Element beﬁndet sich ein solch potentieller Sigma-Faktor
algA (PGA1_65p00290), siehe Tabelle 4.4, der für die Regulierung der Flagel-
lensynthese verantwortlich sein könnte.
6.1.2 Roseobacter-Klade
Bioﬁlme sind geeignete Matrizen für einen horizontalen Gentransfer (HGT),
da sie eine hohe mikrobielle Dichte und metabolische Aktivität aufweisen
[SBH+05]. Durch die herausstechende Chromid-kodierte Fähigkeit zur Bio-
ﬁlmbildung von P. inhibens DSM 17395, lag die Untersuchung der extrachro-
mosomalen Elemente weiterer Spezies der Roseobacter -Klade in Bezug auf die
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Fähigkeit zur Bioﬁlmbildung nahe.
Zunächst wurden mit einem in silico-Vergleich mögliche und verfügbare
Kandidaten evaluiert. Dafür wurde ein Genomsequenzannotations-Vergleich
von folgenden bioﬁlm-assoziierten [LJ10] extrachromosomalen Elementen (ECE)
von Spezies der Roseobacter -Klade mittels RAST-Blast [ABB+08] durchge-
führt, siehe Abbildung 3.2:
pPinh65: 65 kb-großes ECE von Phaeobacter inhibens DSM 17395,
pLale69: 69 kb-großes ECE von Labrenzia alexandrii DSM 17067T,
pRden69: 69 kb-großes ECE von Roseobacter denitriﬁcans DSM 7001T,
pMalg53: 53 kb-großes ECE von Marinovum algicola DG898,
pDshi86: 86 kb-großes ECE von Dinoroseobacter shibae DSM 16493T,
pRlit83: 83 kb-großes ECE von Roseobacter litoralis DSM 6996T
pRlit64: 64 kb-großes ECE von Roseobacter litoralis DSM 6996T
Der anschließende in vitro-Vergleich der Roseobacter -Spezies:
Phaeobacter inhibens DSM 17395,
Marinovum algicola DG898,
Marinovum algicola DSM 10251T,
Dinoroseobacter shibae DSM 16493T,
Roseobacter litoralis DSM 6996T,
Roseobacter denitriﬁcans DSM 7001T
erbrachte den physiologischen Nachweis zur Fähigkeit der abiotischen Bio-
ﬁlmbildung in nährstoﬀreichem Marine-Broth sowie in nährstoﬀarmen Salz-
wassermedium. Das Ergebnis ist in einem Boxplot dargestellt, siehe Abbil-
dung 3.3 und zeigt, dass unter eutrophen Bedingungen alle Kandidaten außer
R. litoralis DSM 6996T abiotische Bioﬁlme bilden. Die Spezies P. inhibens
DSM 17395 und M. algicola DG898 bildeten die stärksten Bioﬁlme aus, eben-
falls dokumentiert in [FGPP15].
Durch die extrachromosomalen Elemente ist Phaeobacter inhibens DSM
17395 in der Lage einen abiotischen Bioﬁlm zu bilden. Starke genotypische
sowie phänotypische Indizien deuten darauf hin, dass dies auch für die Kan-
didaten Marinovum algicola DG898, Marinovum algicola DSM 10251T, Dino-
roseobacter shibae DSM 16493T und Roseobacter denitriﬁcans DSM 7001T der
Roseobacter Klade gilt, auch weiterführend dokumentiert in [MFB+16].
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6.2 Phaeobacter inhibens DSM 17395 und Chro-
midmutanten Genotyp/Phänotyp -
Kohlenstoﬀquellen (PM01/PM02)
Die Analyse der 190 Kohlenstoﬀquellen mittels der phänotypischen MicroArray-
Technologie wurde angewandt, um den Umfang der Substratquellen von Phaeo-
bacter inhibens DSM 17395 und der drei Chromid-Mutanten zu ermitteln, die
von den Bakterienstämmen respirativ genutzt werden. Insgesamt wurden 77
Substrate genutzt. Des Weiteren konnte die Bedeutung der Chromide des Bak-
teriums für die Respiration der Kohlenstoﬀquellen durch die Diskriminanzana-
lyse detektiert werden. Die größte Bedeutung war bei der Kombination der
genetischen Information des 262 kb-Chromids und des 65 kb-Chromids zu ver-
zeichnen: 49 positive Reaktionen. Diesem Ergebnis folgten 19 positiven Re-
aktionen durch die genetische Information des großen 262 kb-Chromid. Die
genetische Information des kleinen Chromids ergab ein positives Ergebnis und
der genetische Code des Chromosoms und/ oder des 78 kb-großen Chromids
folgerte sechs positive Reaktionen. Ferner gab es zwei Sonderreaktionen. Folg-
lich konnten insgesamt 69 positive PM-Ergebnisse auf die genetische Informa-
tion des großen und/ oder des kleinen Chromids zurück geführt werden, was
die Bedeutsamkeit der Chromide von P. inhibens DSM 17395 in Bezug auf
Kohlenstoﬀwechsel deutlich macht. Zusätzlich diente die Analysemethode als
ergänzende und zukünftig gegebenenfalls als teilweise ersetzende Methode zur
Charakterisierung von Bakterien im Rahmen der Systematisierung der Phaeo-
bacter -Stämme [BPG+13]. Zur Charakterisierung des Genotyps wurden die
Ergebnisse der Klassiﬁzierung zu der Homologie in biologisch sinnvolle Klas-
sen von Genen (COG), siehe Abbildung 3.1, sowie die Informationen aus den
Datenbanken, aufgelistet in Abschnitt 2.9, zu Kernenzymen mit zugehörigen
Locus-Tags und zugehörigen Stoﬀwechselwegen beziehungsweise Reaktionen,
herangezogen.
6.2.1 Transport- und Abbaustoﬀwechselwege 
Entner-Doudoroﬀ-Stoﬀwechselweg
Der Glucoseabbau wird in Phaeobacter inhibens DSM 17395 über den Entner-
Doudoroﬀ-Stoﬀwechselweg (ED) metabolisiert [FPT+09], da Phosphofructo-
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kinase (pfk) des Embden-Meyerhof-Parnas-Stoﬀwechselwegs (EMP) nicht de-
tektiert werden konnte und das Kernmetabolit des ED-Stoﬀwechselwegs 2-
Keto-3-Desoxygluconat vorhanden ist [ZTS+09]. Die Energieausbeute in Form
vonAdenosintriphosphat (ATP) beträgt nur ein ATP, während sie beim Embden-
Meyerhof-Parnas-Weg zwei ATP beträgt. Dafür werden im ED-Stoﬀwechselweg
jeweils eine Reduktionsäquivalenten NADH und NADPH (phosphorylierte Form
des Coenzyms NADH) erzeugt, im EMP-Stoﬀwechselweg hingegen nur ein
NADH. Der ED-Stoﬀwechselweg kann zudem organische Säuren metabolisie-
ren, die durch den EMP-Stoﬀwechselweg nicht verwendet werden können. Die
peripheralen Abbaustoﬀwechselwege speisen den ED-Stoﬀwechselweg, der mit
dem unteren Zweig des EMP-Stoﬀwechselweg verbunden ist [WHW+14]. Ab-
bildung 6.1 stellt die Transport- und Abbaustoﬀwechselwege für ausgewählte
Kohlenhydrate unterschiedlicher Klassen  Aminozucker, Zuckeralkohol, Di-
saccharid, Hexose und Pentose  sowie zusätzliche Informationen der Genan-
notation von P. inhibens dar.
PM - Mono-, Di- und Polysaccharide
Das phänotypische MicroArray zeigt, wie in Abbildung 3.7 dargestellt, positive
Ergebnisse für Respirationskurven in Abhängigkeit des genetischen Codes des
großen 262 kb-Chromids (pPinh262kb) sowie des großen Chromids in Kombi-
nation mit dem kleinen 65 kb-Chromid (pPinh262kb_pPinh65kb). Das große
Chromid scheint besondere Wichtigkeit für den Metabolismus der Saccharide
zu haben, da hier eine Ausschließlichkeit der Ergebnisse vorliegt. Das kleine
Chromid hat ebenfalls eine Bedeutung, jedoch nur in kombinatorischer Eigen-
schaft. Die Ergebnisse zu der Homologie in biologisch sinnvolle Klassen von
Genen (COG), Abbildung 3.1 und dazugehörig Tabelle 3.1, ergibt dazu pas-
send die Kategorien M Zellwand-/ Membran-/ Hüllenbiogenese als bedeutsam
für das große Chromid aus.
Die 16 positiv getesteten Saccharide lassen sich größtenteils dem zentralen
Kohlenstoﬀmetabolismus zuordnen.
Die in Zusammenhang mit dem großen 262 kb-Chromid stehenden positiv
getesteten Monosaccharide a-D-Glucose (pPinh262kb),D-Xylose (pPinh262kb),
Turanose (pPinh262kb), a-Methyl-D-Galactosid (pPinh262kb), D-Mannose
(pPinh262kb-pPinh65kb), D-Fructose (pPinh262kb_pPinh65kb), N-Acetyl-D-
Glucosamin (pPinh262kb_pPinh65kb),D-Galactose (pPinh262kb_pPinh65kb),
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Abbildung 6.1: (A) Rekonstruktion der Transport- und Abbaustoﬀwechselwege
für fünf ausgewählte Kohlenhydrate in P. inhibens DSM 17395. Zusätzliche
Informationen der fünf ausgewählten Kohlenhydrate in (B), aus [WHW+14]
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D-Ribose (pPinh262kb_pPinh65kb),D-Fucose (pPinh262kb_pPinh65kb) wer-
den von P. inhibens DSM 17395 über den ED Stoﬀwechselweg metabolisiert.
D-Fucose wird veratmet (positves PM-Ergebnis), jedoch nicht katabolisiert
(negatives Ergebnis des Wachstumsversuchs). Zu Turanose und a-Methyl-D-
Galactosid wurden keine Wachstumsversuche durchgeführt [BPG+13] und [WHW+14].
Die in Zusammenhang mit dem großen 262 kb-Chromid stehenden positiv
getesteten Disaccharide D-Maltose (pPinh262kb), Saccharose (pPinh262kb),
D-Melibiose (pPinh262kb_pPinh65kb),Melibionsäure (pPinh262kb),D-Trehalose
(pPinh262kb_pPinh65kb) und dem Polysaccharid D-Cellobiose (pPinh262kb)
werden ebenfalls von P. inhibens DSM 17395 über den ED Stoﬀwechselweg
metabolisiert. Zu D-Melibiose und Melibionsäure wurden keine Wachstums-
versuche durchgeführt [BPG+13] und [WHW+14].
Einige der Kernenzyme, die Bedeutung für die Transport- und Abbaustoﬀ-
wechselwege der Saccharide in P. inhibens DSM 17395 haben, konnten nicht
nur phänotypisch im Biolog-Experiment nachgewiesen werden, sondern ferner
auch genotypisch als Kernenzyme auf den Chromiden gefunden werden, ver-
gleiche Tabelle 4.1 und Tabelle 4.4. Dazu gehören xylF, xylH und xylG, die eine
Rolle für den Import von beispielsweise Saccharose, a-D-Glucose (pPinh262kb)
und D-Xylose spielen, sowie alkJ, exoO, algA, fcl, gmd, aldose 1-epimerase,
die den COG-Kategorien G Kohlenhydratmetabolismus und -transport und
M Zellwand-/ Membran-/ Hüllenbiogenese (relevant für die Bioﬁlmbildung)
angehören.
Die Kernenzyme xylF, xylH und xylG stechen analytisch durch ihre phä-
notypische und genotypische Relevanz für die Bedeutung des 262 kb-großen
Chromids von P. inhibens DSM 17395 heraus. Das führt zu der Frage, wie
Xylose bedeutsam für das Bakterium, in der marinen Umgebung vorliegt.
D-Xylose ist die hauptsächliche Monomereinheit von Xylanen, pﬂanzliche
Heteropolysaccharide zu den Hemicellulosen gehörend. Xylane sind, nach Cel-
lulose, das häuﬁgste Polysaccharid in der Natur. Als Monomere von Xylan kann
nicht nur D-Xylose, sondern auch D-Mannose, D-Glucose, D-Arabinose, D-
Galactose, D-Glucuronsäure und D-Galacturonsäure fungieren. [YO08] [Fre99]
Xylane, sowie Cellulose, oder als Abbauprodukt Cellobiose, kommen in Al-
gen vor, was wiederum auf die Bedeutsamkeit des großen Chromids von P.
inhibens DSM 17395 für die symbiotischen Aktivitäten, sowohl in mutualisti-
scher wie auch in pathogener Form, mit Algen hervorhebt [SCKC11c]. Nicht
nur die genetischen Informationen zur Aufnahme der Monomereinheiten der
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Algen kodieren auf dem großen Chromid, auch die Fähigkeit zur Synthese von
Antibiotic Tropodithietic Acid (TDA) und allen verwandten Zwischenproduk-
ten [BBH+04] [GBN+08] [BBL+12] [DZB10] [BND14], die in das Absterben
der Algenblüte involviert sind [SCKC11a], kodieren auf diesem Chromid.
PM - Alkohole
Für die Gruppe der Alkohole in den Kohlenstoﬀquellen des phänotypischen Mi-
croArrays konnten sechs positive Ergebnisse detektiert werden, die sich auf die
genetische Information des großen Chromids, Glycerin, und des großen Chro-
mids in Kombination mit dem kleinen 65 kb-Chromid (pPinh262kb-pPinh65kb)
zurück führen lassen. Hierbei handelt es um D-Mannit, D-Sorbit, Ethanolamin,
D-Arabitol und Myo-Inosit. Wachstumsversuche habe gezeigt, dass mindes-
tens Glycerin, D-Mannit und D-Sorbit von P. inhibens als Substratquelle zum
Wachstum verwendet werden können [BPG+13] und [WHW+14]. D-Mannit
ist ein Zuckeralkohol und leitet sich strukturell von Mannose ab. Er kommt in
der Natur als D-Mannit in Salzpﬂanzen (Halophyten)und Algen vor [Fre99].
Ethanolamin wird als Zusatz in Reinigungsmitteln und Kosmetika (Fettsäure-
Derivat für Detergenzien) verwendet [GESTIS-Stoﬀdatenbank]. D-Sorbit und
D-Arabitol kommen in verschiedenen Obstsorten und im Splintholz von Laub-
bäumen vor [BGS08a]. Myo-Inosit kommt in Pilzen, Bakterien und manchen
höheren Pﬂanzen vorwiegend in Faserform als Phytinsäure (Inositolhexaphos-
phorsäure) zur Phosphatspeicherung vor [War17].
PM - Carbonsäuren
Für die Substratquellen der Gruppe der Carbonsäuren des phänotypischen
MicroArrays der Platten PM 01 und 02, konnten 18 positive Ergebnisse de-
tektiert werden, die sich auf die genetische Information des großen 262 kb-
Chromids (pPinh262kb) (nur a-Oxobutansäure und a-Hydroxybutansäure), so-
wie des großen Chromids in Kombination mit dem kleinen 65 kb-Chromid
(pPinh262kb_pPinh65kb) zurück führen lassen. Hierbei handelt es um b-Hy-
droxybutansäure, Brenztraubensäure,Methylpyruvat, L-Milchsäure,D-Äpfelsäure,
L-Äpfelsäure,D,L-Äpfelsäure, Fumarsäure,D-Asparaginsäure, L-Asparaginsäure,
Bernsteinsäure, Citronensäure,Ameisensäure, a-Keto-Valeriansäure, Propions-
äure und Natriumformiat.
Die Diskriminanzanalyse über den Wildtyp und die drei Chromid-Mutanten
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lässt einen Rückschluss darauf zu, dass für die Carbonsäure p-Hydroxy-Pheny-
lessigsäure der relevante genetische Code für den Phänotyp ausschließlich auf
dem 65 kb-großen Chromid von P. inhibens DSM 17395 liegt.
Ebenfalls für ein positives Ergebnis lässt sich auf die genetische Informati-
on des Chromosoms oder des 78 kb-großen Chromids zu; Essigsäure (Pinh-c-
pPinh78kb) rückschließen.
Eine Sonderreaktion stellt die Carbonsäure Buttersäure dar, die im PM-
Versuch ausschließlich ohne das 262 kb-Chromid als Kohlenstoﬀquelle verwen-
det wird.
Wachstumsversuche habe gezeigt, dass mindestens Bernsteinsäure, Essig-
säure und Buttersäure von P. inhibens DSM 17395 als Substratquelle zum
Wachstum verwendet werden können. Citronensäure und L-Milchsäure hin-
gegen, werden nicht als Substratquelle zum Wachstum verwendet. [BPG+13]
und [WHW+14]
Die insgesamt 20 positiv getesteten Carbonsäuren gehören, ausgehend von
Brenztraubensäure unterschiedlichen Transport- und Abbaustoﬀwechselwegen
von P. inhibens DSM 17395 an.
6.2.2 Transport- und Abbaustoﬀwechselwege 
Citratzyklus
Dem Citratzyklus (TCA) dient dem Zweck der Energiegewinnung und der
Bereitstellung von Zwischenprodukten für Biosynthesewege. Die im PM positiv
getesteten Carbonsäuren Citronensäure, Bernsteinsäure, Fumarsäure und D-
Äpfelsäure, L-Äpfelsäure sowie D,L-Äpfelsäure lassen sich dem TCA zuordnen.
Neben den getesteten Carbonsäuren werden, ausgehend vom TCA, auch
Aminosäuren metabolisiert. Im p5hänotpischen MicroArray wurden zahlreiche
Aminosäuren positiv getestet.
PM - Aminosäuren
Für die Gruppe der Aminosäuren in den Kohlenstoﬀquellen des phänotypi-
schen MicroArrays konnten sieben positive Ergebnisse detektiert werden, die
sich auf die genetische Information des großen Chromids (pPinh262kb) zurück
führen lassen. Hierbei handelt es um L-Asparagin, L-Valin, L-Leucin, g-Amino-
Buttersäure, D,L-Carnitin, L-Methionin und L-Phenylalanin.
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Abbildung 6.2: Rekonstruktion der Abbauwege für neun ausgewählte Amino-
säuren in Phaeobacter inhibens DSM 17395 [DHT+14].
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Weitere 20 positive Ergebnisse lassen sich auf die genetische Informati-
on des großen Chromids in Kombination mit dem kleinen 65 kb-Chromid
(pPinh262kb_pPinh65kb) zurück führen: L-Serin, L-Glutaminsäure und L-
Glutamin, L-Alanin und D-Alanin, L-Prolin, L-Threonin, Tyramin, L-Arginin,
L-Lysin, Glycin, L-Isoleucin, 4-Hydroxy-L-Prolin (trans), L-Homoserin, L-Or-
nithin, N-Acetyl-L-Glutaminsäure, Glycyl-L-Asparaginsäure, L-Alanyl-Glycin,
Glycyl-L-Prolin und Glycyl-L-Glutaminsäure.
Ein positives Ergebnis lässt sich auf die genetische Information des Chro-
mosoms oder des 78 kb-großen Chromids zurück führen; L-Histidin (Pinh-c-
pPinh78kb).
Wachstumsversuche haben gezeigt, dass mindestens L-Serin und L-Leucin
von P. inhibens als Substratquelle zum Wachstum verwendet werden können
[BPG+13].
Eine Rekonstruktion der Abbauwege von neun ausgewählten Aminosäuren
in P. inhibens DSM 17395 gibt die Abbildung 6.2. Alle ausgewählten Amino-
säuren von [DHT+14] wurden im phänotypischen MicroArray positiv getes-
tet. Die Ausnahme bildet hierbei ausschließlich Tryptophan. Diese Aminosäure
wurde im PM nicht getestet.
6.2.3 Transport- und Abbaustoﬀwechselwege 
Gärungs- und Verwesungsprozesse
Einige der positiv getesteten Carbonsäuren und Aminosäuren lassen sich dem
Gärungsprozess der Buttersäuregärung zuordnen.
Das positiv getestete Amin Putrescin lässt sich einem Verwesungsprozess
zuordnen.
Buttersäuregärung
Die Buttersäuregärung, siehe Abbildung 6.3, unterliegt mehreren positiv ge-
testeten Stoﬀwechselzwischenprodukten. Zusammengefasst entsteht aus Brenz-
traubensäure Acetoacetyl-CoA, woraus beta-Hydroxybutyryl-CoA und Acetes-
sigsäure gebildet wird. Aus beta-Hydroxybutyryl-CoA bildet sich Crotonyl-CoA
und daraus wiederum Butyryl-CoA, das zu Buttersäure oder Butanal und Bu-
tanol umgewandelt wird.
Der Stoﬀwechselweg der Carbonsäure Buttersäure scheint in P. inhibens
DSM 17395 eine durch Genregulation gesteuerte Rolle zu spielen. Die Carbon-
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Abbildung 6.3: Buttersäurestoﬀwechselweg mit dem rot gekennzeichnetem En-
zym Bernsteinsäure-Semialdehyd Dehydrogenase GabD (PGA1_262p00540),
das auf dem 262 kb großen extrachromosomalen Element kodiert und mögli-
cherweise genregulatorische Eigenschaften besitzt. [KGS+14]
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säure wird inWachstumsversuchen katabolisiert [BPG+13], im PM-Experiment
jedoch ergibt sie als Sonderreaktion, ausschließlich ohne das 262 kb-Chromid,
ein positives Ergebnis. Das Enzym Bernsteinsäure-Semialdehyd Dehydrogenase
GabD (PGA1_262p00540) kodiert auf dem 262 kb-großen extrachromosoma-
len Element und könnte eine Schlüsselfunktion einnehmen. Es katalysiert die
chemische Reaktion:
Bernsteinsäure-Semialdehyd + NAD+ + H2O = Bernsteinsäure + NADH +
2 H+
Fehlt dieses Enzym, in Abbildung 6.3 rot gekennzeichnet (1.2.1.16), durch die
Entfernung des gesamten 262 kb-Chromides, wird im PM Experiment But-
tersäure stärker metabolisiert, als mit diesem Enzym. Der Metabolismus ver-
lagert sich folglich zugunsten der Nutzung von Buttersäure. Eine genauere
Rekonstruktion der Zusammenhänge des Buttersäurestoﬀwechselweges in P.
inhibens DSM 17395 stellt ein aussichtsreiches Forschungsthema dar.
Die assoziierten Substrate a-Keto-Buttersäure, a-Hydroxy-Buttersäure und
a-Keto-Valeriansäure ergeben im PM-Experiment ebenfalls positive Ergebnis-
se.
Im Buttersäurestoﬀwechselweg entsteht auch Polyhydroxybuttersäure (PHB)
[ZTS+09], eine Speichersubstanz im Bakterium, die beispielsweise für Bioplas-
tikmüllbeutel verwendet wird und vollständig biologisch abbaubar ist. [Ta-
gungsbeitrag Youmares 0.3]
PM - Amine
Putrescin und Cadaverin sind faulig riechende Stoﬀe, die produziert werden,
wenn Aminosäuren im Verwesungsprozess abgebaut werden. Die Stoﬀe lassen
sich in geringen Konzentrationen auch in leben Zellen detektieren [HCS97].
Putrescin entsteht durch die Decarboxylierung von Ornithin und Arginin; Ca-
daverin durch die Decarboxylierung von Lysin. Putrescin als mögliches zu
testendes Substrat der PM Platten 01 und 02 ergab ein positives Ergebnis
mit dem Rückschluss auf in Zusammenhang stehenden genetischen Codes des
großen 262 kb-Chromids. Cadaverin wurde bereits von [DHT+14] als Folgepro-
dukt von Lysin durch die chromosomal kodierte Lysin/Ornithin Decarboxylase
beschrieben, siehe Abbildung 6.2. Da Putrescin ebenfalls durch dieses Enzym
decarboxyliert werden könnte, würde dies das positive PM-Ergebnis, jedoch



























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Abbildung 6.4: Abbau von Putrescin mittels Enzym Bernsteinsäure-
Semialdehyd Dehydrogenase GabD (PGA1_262p00540), das auf dem 262 kb
großen extrachromosomalen Element kodiert und oﬀensichtlich genregulatori-
sche Eigenschaften besitzt. [TKV+12]
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zym Bernsteinsäure-Semialdehyd Dehydrogenase GabD (PGA1_262p00540)
am Abbau von Putrescin beteiligt ist, siehe Abbildung 6.4, erklärt sich die
PM-Reaktion.
6.2.4 Nukleinsäuren
Desoxyribonukleinsäure (DNA) als Träger der Erbinformation besteht aus
Desoxyribonukleotiden. Jedes Nukleotid hat drei Bestandteile: Phosphorsäu-
re bzw. Phosphat, den Zucker Desoxyribose sowie eine heterozyklische Base:
Adenin, Thymin, Guanin oder Cytosin. Die Gene in der DNA enthalten die
Information für die Herstellung der Ribonukleinsäuren (RNA).
PM - Nukleoside
Nukleoside sind N-Glycoside heterozyklischer Stickstoﬀbasen. Besondere Be-
deutung haben Verbindungen von Purin- und Pyrimidinbasen mit Pentosen.
Nukleoside haben Trivialnamen, die sich vom Basenbestandteil ableiten las-
sen. Pyrimidinderivate erhalten die Endung -idin, Purinderivate die Endung
-osin. Nukleoside und Desoxynucleoside können über den Wiederverwertungs-
weg synthetisiert werden. Sie entstammen ferner der Hydrolyse von Nukle-
insäuren und Nukleotiden. Streng genommen bezeichnen Nukleoside Basen-
Zucker-Kombinationen, wie sie in den Nukleinsäuren vorkommen. Der Begriﬀ
wird jedoch oft für jede Basen-Zucker-Verbindung verwendet. [Fre99]
Die vier Nukleoside Thymidin, Adenosin, Uridin und Inosin, die durch das
phänotyoische MicroArray getetstet wurden, ergeben positive Ergebnisse mit
dem Rückschluss zu der genetischen Information des Chromosoms (oder des 78
kb-großen Chromids). Dabei handelt es sich bei Thymidin um einen Baustein
der DNA, bei Adenosin, Uridin und Inosin hingegen um Bausteine der RNA.
Thymidin ist ein Nukleosid, aus der Nukleinbase Thymin und der Pentose
D-Desoxyribose. Adenosin ist ein Nukleosid und besteht aus der Nukleinbase
Adenin und dem Zucker b-D-Ribose. Uridin ist ein Nukleosid und besteht aus
der Nukleinbase Uracil und dem Zucker b-D-Ribose. Inosin ist ein seltenes Nu-
kleosid der RNA. Es besteht aus der b-D-Ribofuranose und dem Hypoxanthin,
einer Base, die ein Purin als Grundgerüst hat, welches als Zwischenprodukt
des Purinstoﬀwechsels entsteht.
Als Kernelemente der Erbinformation sind die positiven Ergebnisse dieser
Kategorie mit Rückschluss auf das Chromosom, das im Gegesatz zu den Chro-
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miden nicht aus dem Bakterium eliminiert werden kann, folgerichtig.
6.3 Phaeobacter inhibens DSM 17395 und Chro-
midmutanten Genotyp/Phänotyp -
Chemikalientoleranz (PM10-PM20)
Die Analyse der Toleranz gegenüber 240 Chemikalien mittels der phänotypi-
schen MicroArray Technologie wurde angewandt, um den Umfang der Toleran-
zen von Phaeobacter inhibens DSM 17395 und der drei Chromid-Mutanten zu
ermitteln. Insgesamt wurden 164 unterschiedliche Substanzen von P. inhibens
DSM 17395 toleriert. Des Weiteren konnte durch die Diskriminanzanalyse die
Bedeutung der Chromide des Bakteriums für die Chemikalientoleranzen detek-
tiert werden. Die größte Bedeutung war bei der Kombination der genetischen
Information des 262 kb-Chromids und des 65 kb-Chromids zu verzeichnen:
69 positive Reaktionen; gefolgt von dem großen 262 kb-Chromid allein mit
40 positiven Reaktionen. Die genetische Information des kleinen Chromids er-
gab 8 positive Ergebisse und der genetische Code des Chromosoms und/ oder
des 78 kb-großen Chromids folgerte 26 positive Reaktionen. Ferner gab es 21
Sonderreaktionen. Folglich konnten insgesamt 117 positive PM-Ergebnisse auf
die genetische Information des großen und/ oder des kleinen Chromids zu-
rück geführt werden, was die Bedeutsamkeit der Chromide von P. inhibens
DSM 17395 in Bezug auf die Toleranz gegenüber Chemikalien deutlich macht.
Zur Charakterisierung des Genotyps wurden die Ergebnisse der Klassiﬁzie-
rung zu der Homologie in biologisch sinnvolle Klassen von Genen (COG), siehe
Abbildung 3.1, sowie die Informationen aus den Datenbanken, aufgelistet in
Abschnitt 2.9, zu Kernenzymen mit zugehörigen Locus-Tags und zugehörigen
Stoﬀwechselwegen beziehungsweise Reaktionen, herangezogen. Neben zahlrei-
chen Chromid-kodiertenMultidrogen- und Pheromontransportern, siehe
Tabelle 5.3 und Tabelle 5.4, kodieren auch Chromid-lokalisierte Regulato-
ren, siehe Tabelle 5.1, sowie multiple Antibiotikaresistenz-Regulatoren,
siehe Tabelle 5.5 und Tabelle 5.6, im Genom von P. inhibens DSM 17395.
Diese Genomsequenzen könnten maßgeblich an dem Toleranzverhalten des
Meeresbakteriums gegenüber den zahlreichen Chemikalien verantwortlich sein.
Zu den tolerierten Chemikalien gehören Substanzen der Klassen der Biozi-
de, Metabolite, Sekundärmetabolite, Aminosäuren in Verbindung mit
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dem pH-Wert-Bereich, Aromaten, anorganische Substrate, halogen-
haltige Substrate, Psychopharmaka, Antiseptika und Zytostatika der
Unterklassen Alkylanzien, Antimetabolite und Antibiotika.
6.3.1 PM - Biozide
Biozide sind Substanzen und Produkte, die Schädlinge wie Insekten oder Rat-
ten sowie Algen, Pilze oder Bakterien bekämpfen. Sie können nach ihrem Ziel-
organismus eingeteilt werden:Viruzide gegen Viren, Bakterizide gegen Bak-
terien, Endektozide gegen Endo- und Ektoparasiten, Pestizide gegen Tiere
und Pﬂanzen, die sich wiederum unterteilen lassen in: Akarizide gegen Mil-
ben, Algizide gegen Algen, Fungizide gegen Pilze, Insektizide gegen Insek-
ten, Mikrobizide Ausrüstung gegen Keime, Molluskizide gegen Schnecken,
Nematizide gegen Nematoden, Rodentizide gegen Nagetiere, Avizide ge-
gen Vögel und Piscizide gegen Fische. [Psc02]
P. inhibens DSM 17395 zeigte eine Toleranz gegenüber elf Bioziden der
Gruppen der Bakterizide, Fungizide und Herbizide, siehe Tabelle 5.12, Tabel-
le 5.23, Tabelle 5.29 und Tabelle 5.31.
Biozide werden weltweit täglich genutzt um Organismen zu kontrollieren,
die schädlich für Menschen oder Tiere sind, oder auch Materialschäden her-
vorrufen, wie z.B. beim Biofouling. Sie können jedoch ein großes Risiko für
Menschen, Tiere und die Umwelt darstellen [JOS+13]. In Anbetracht der weit
verbreiteten Nutzung von Bioziden, wie z.B. von Chlorhexidin, gibt es noch
nicht viele Erkenntnisse zu ihrer aquatischen Toxizität [GFF12]. Durch die
weit verbreitete Kontamination von oberﬂächlichen oder unterirdischen Ge-
wässern mit Pestiziden, durch beispielsweise die Agrarkultur, verschlechtert
sich die Wasserqualität. Die Toxizität von Pestiziden und ihren Abbauproduk-
ten bürgen eine Gefahr für die Umwelt. Es gibt einige Prozesse zur Entfernung
von Pestiziden aus Frisch- und Brackwasser: Biodegradation, Photodegrada-
tion (UV Radiation), Oxidation (mit Luft, Chlorin, Permangant oder Ozon),
Flokkulation und Filtration, Adsorption durch Aktivkohle oder Membrantech-
niken (reverse Osmose) gehören dazu. Die Eﬃzienz ist meist gering. [KZSK95]
Bakterizide
Bakterizide sind chemische Substanzen, die die Fähigkeit besitzen Bakterien
abzutöten. Messungen der Bakterizide dienen zur Beurteilung der Wirksamkeit
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antibakterieller Substanzen. Antibiotika gelten als bakterizid wirksam, wenn
sie in therapeutisch erreichbarer Konzentrationen Bakterien ihres Wirkungs-
spektrums abtöten. [Psc02]
P. inhibens DSM 17395 zeigte im phänotypischen MicroArray eine Toleranz
gegenüber drei Bakteriziden. Für zwei Bakterizide war der genetische Code des
größten 262 kb-Chromids relevant: Hexachlorophen und Patulin.
Hexachlorophen ist ein fast wasserunlösliches Phenolderivat mit stark bak-
terizider Wirkung. Es wirkt in hoher Konzentration haut-, schleimhautreizend
und neurotoxisch. Die Verwendung als Desinfektionsmittel ist obsolet und der
Einsatz in Kosmetika ist seit 1985 in Deutschland verboten. Das Bakterizid
bildet im Rahmen der Herstellung oder Zersetzung tetrachlorierte Dibenzo-p-
dioxin (TCDD). Eine Stoﬀgruppe von 22 Isomeren. Extrem toxisch und hoch
persistent ist das 2,3,7,8-substituierte TCDD. Dies ist die giftigste bisher syn-
thetisierte Substanz. Eine akute Toxizität tritt bereits im Nanogrammbereich
auf. [Psc02] Reddy et. al berichten in ihrer Studie zu anthroprogenen Stoﬀen
in marinen Sedimenten und Frischwassersedimenten, dass mehr als 99% des
totalen Anteils an Hexachlorophen in Sedimenten gebunden wurde [RQK00].
In neueren Studien wird das Bakterizid nicht erwähnt, was an dem Nutzungs-
verbot liegen könnte.
Patulin ist ein Mykotoxin, das in einigen Schimmelpilzarten, wie z.B. Peni-
cillium, Aspergillus, Byssochlamys, Paecilomyces variotii, in vornehmlich an-
gefaultem Kernobst gebildet wird, so auch in Äpfeln. Es ist ein Antibiotikum
mit negativen gesundheitlichen Auswirkungen [MPZW05]. Da auch im ma-
rinen Umfeld Penicillium-Stämme auftreten, ist das Mykotoxin detektierbar
[VKB+12]. Dong et. al berichten in ihrer Studie, dass Patulin von marinen He-
fen abgebaut wird, [DJL+15]. Gegen Staphylococcus aureus oder Pseudomonas
aeruginosa ist Patulin jedoch wirksam [FJG13].
In einer Sonderreaktion zeigte P. inhibens DSM 17395 eine Toleranz ge-
genüber dem Biozid Chlorhexidin mit einem breiten antiseptischen Wirkungs-
spektrum. Es wird zur Desinfektion von Haut- und Schleimhäuten sowie zur
Karies- und Parodontalprophylaxe verwendet [Psc02]. Diese Toleranz ist be-
sonders vor dem Hintergrund der Studie von Guimaraes et. al bemerkenswert,
die berichtet, dass Chlorhexidin für Bakterien in Konzentrationen von 1,55
mg pro Liter (Klebsiella oxytoca) und 0,32 mg pro Liter (Escherichia coli)
inhibierend auf das Wachstum wirkt [GFF12].
Ebenfalls in einer Sonderreaktion im phänotypischen MicroArray zeigte
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P. inhibens DSM 17395 eine Toleranz gegenüber Triclosan, das zur chemi-
schen Stoﬀgruppe der polychlorierten Phenoxyphenole gehört, ist ein bakteri-
enhemmender Wirkstoﬀ, der in einer breiten Palette von Bedarfsgegenständen,
kosmetischen Präparaten und Desinfektionsmitteln als Biozid und Konservie-
rungsstoﬀ eingesetzt wird. Triclosan wird vor allem in Arzt- und Zahnarztpra-
xen sowie in Krankenhäusern eingesetzt, um die Übertragung von Krankheits-
keimen zu verhindern. Zudem wird Triclosan in Kosmetikartikeln, wie zum
Beispiel Zahnpasta, Deodorants und Seifen eingesetzt, ebenso in Haushaltsrei-
nigern und Waschmitteln. Das Bundesinstitut für Risikobewertung (BfR) rät
vom Einsatz zur Desinfektion im Haushalt, z. B. in Reinigungsmitteln, ab, da
durch die geringe Konzentration von Triclosan in den Reinigern eine Resis-
tenzbildung von Bakterien zu befürchten ist, die durch Kreuzresistenz auch
auf die Antibiotika Doxycyclin oder Ciproﬂoxacin übergreifen kann. [Bun06]
Das Biozid Triclosan konnte im aquatischen Bereich in unterschiedlichen Or-
ganismen nachgewiesen werden [AEPPS02]. Für das Bakterizid wurden bisher
keine toxischen Eigenschaften für Mammalia nachgewiesen. Für im Wasser le-
bende Organismen wie Fische und Daphnia magna und speziell für Algen ist
Triclosan jedoch eine toxische Wirkung bekannt [Cib98].
Fungizide
Fungizide sind chemische oder biologische Wirkstoﬀe, die Pilze oder ihre Spo-
ren abtöten oder ihr Wachstum für die Zeit der Wirksamkeit verhindert. Die Ei-
genschaft nennt man fungizid (pilzabtötend), den Vorgang Fungizidie. [SJW12]
P. inhibens DSM 17395 zeigte eine Toleranz gegenüber der Fungizide Do-
din, Pentachlorophenol,2-Phenylphenol, Blasticidin S und Oxycarboxin. Der
genetische Code für die Toleranz gegen Dodin lässt auf das große 262 kb-
Chromid schließen, wobei sich die Toleranz gegen Pentachlorophenol auf die
genetische Information der Kombination des 65 kb- mit dem 262 kb-großen
Chromids zurück führen lassen. Der genetische Code des Chromsoms und/
oder des 78 kb-großen Chromids war maßgeblich für die Toleranz gegenüber
2-Phenylphenol. Die Toleranz gegenüber Blasticidin S und Oxycarboxin wurde
durch eine Sonderreaktion detektiert.
Dodin ist ein 1957 auf den Markt gebrachtes Fungizid [BPS82], welches auch
eine geringe kurative Wirkung besitzt [Ung96]. Kouras et. al untersuchten
in Ihrer Studie die Eﬃzienz der Entfernung von Pestiziden aus Gewässern;
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im ersten Teil von Dodin. Die Eﬃzienz ihrer kombinierten physio-chemischen
Prozesse war nicht größer als 15% [KZSK95].
Die Toxizität von Pentachlorophenol gegenüber aquatischen Organismen
wurde in der Studie von Hedtke et. al unter Laborbedingungen belegt [HWA+86].
Eine Toleranz des in dieser Studie untersuchen Meeresbakteriums gegen das
Fungizid, lässt ebenfalls Vermutungen zu relevanten Konzentrationen von Pen-
tachlorophenol in marinen Umgebungen zu.
2-Phenylphenol kann aus Zitronen extrahiert werden Es handelt sich um ein
Fungizid und Konservierungsmittel, das bei der Lagerung als Imprägnierung
von Äpfeln, Steinobst, Zitrusfrüchten, Tomaten, Gurken und Paprika genutzt
wird, um Krankheiten zu verhindern. Es gehört zur Familie der Biphenyle und
Derivate. [Pub Chem]
Blasticidin S ist ein Nukleosid-Antibiotikum und Fungizid aus Streptomyces
griseochromogenes aus der Gruppe der Aminoacylnukleoside [SSJB13]. Gaw
et. al fanden in ihren Untersuchungen heraus, dass zahlreiche Antibiotika in
marinen Umgebungen nachweisbar sind [GTH14]. So lässt sich die Toleranz
von P. inhibens DSM 17395 gegenüber Blasticidin S erklären.
Oxycarboxin kann aus Carboxin durch Oxidation mit Wasserstoﬀperoxid
dargestellt werden. DellaGreca et. al evaluierten in ihrer Studie die ökotoxi-
kologischen Eﬀekte von Carboxin auf aquatische Organismen, die nicht den
Zielorganismus des Fungizids darstellen [DIC+04]. Dies Untersuchung legt die
Vermutung nahe, dass in marinen Gewässern Konzentrationen von Oxycarbo-
xin auftreten, die zu einer Toleranzentwicklung von P. inhibens DSM 17395
geführt haben.
Herbizide
Herbizide sind eine chemisch heterogene Substanzgruppe zur Unkrautbekämp-
fung bzw. militärischer Anwendung als sogenannte Entlaubungsmittel. Medi-
zinisch relevant sind insbesondere chlorierte Phenoxycarbonsäuren und Bis-
pyridium-Verbindungen. Schwere akute und chronische Vergiftungen sind be-
schrieben, eine speziﬁsche Therapie bzw. Antidote sind nicht bekannt. [Psc02]
P. inhibens DSM 17395 zeigte im phänotypischen MicroArray eine Toleranz
gegenüber zwei Herbiziden. Für die Toleranz gegen das Herbizid 3-Amino-
1,2,4-triazol (Amitrol) war der genetische Code des großen 262 kb-Chromids
in Kombination mit dem kleinen 65 kb-Chromid verantwortlich. Amitrol wird
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insbesondere gegen breitblättrige Unkräuter eingesetzt. Nach der Behandlung
bleichen die Chlorophylle in den Pﬂanzen aus. Während man von der Hem-
mung der Histidin-Biosynthese ausging [HKA65], ist heutiger der Stand der
Forschung die Hemmung von Lycopin-Cyclasen in der Carotinoid -Biosynthese
[MLWL99]. Auch für Algen ist das Herbizid toxisch [MW75].
Für die Toleranz gegen das Herbizid Methyl-Viologen (Paraquat) war der
genetische Code des Chromosoms und/ oder des 78 kb-großen Chromids ver-
antwortlich. Paraquat ist eine quartäre Ammoniumverbindung aus der Familie
der Bipyridin-Herbizide, die als Kontaktherbizide eingesetzt werden. Paraquat
wurde von der englischen Firma Imperial-Chemical-Industries (deren Agrar-
sparte heute Teil der Schweizer Syngenta ist) 1955 entwickelt und kam 1962
erstmals unter dem Handelsnamen Gramoxone auf den Markt [EHEI+93].
Paraquat wird durch Pﬂanzenoberﬂächen absorbiert. In den Chloroplasten
werden Elektronen vom Photosystem I auf das Paraquat-Kation übertragen,
das dadurch zum Paraquat-Radikal wird. Das Radikal gibt sein überschüssi-
ges Elektron an ein Sauerstoﬀmolekül ab, es entsteht Hyperoxid. Somit zer-
stört es ungesättigte Fettsäuren in den Chloroplasten- und Zellmembranen.
Da das Kation durch Elektronen immer wieder zum Radikal reduziert wird,
setzt sich dieser Vorgang fort, bis das Photosystem zerstört ist. Die Zell-
membran wird porös und es kommt zu Wasserverlust. Die Pﬂanzen vertrock-
nen bei sonnigem Wetter innerhalb weniger Stunden. [Sun02] Phytoplank-
ton reagiert sensitiv auf das Herbizid, das auch in marinem Umfeld detek-
tierbar war [BCB98]. 1985 gab es in Japan sogar eine Mordserie, bei der
Getränkedosen mit Paraquat präpariert waren. Der Täter wurde nie gefasst
[http://www.nytimes.com/1985/12/10/world/japanese-puzzle-the-vending-ma-
chine-murders.html].
6.3.2 PM - Metabolite
Metaboliten synonym Stoﬀwechselzwischenprodukte sind die Produkte aus en-
zymkatalysierten Reaktionen, die natürlicherweise in Zellen vorkommen. Um
als Metabolit eingestuft zu werden, muss eine Verbindung folgende Kriterien
erfüllen [Alb07]:
1. Die Metaboliten sind chemische Verbindungen, die sich innerhalb von
Zellen beﬁnden.
2. Metaboliten entstehen durch den Einﬂuss von Enzymen.
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3. Metaboliten müssen in der Lage sein, in Folgereaktionen einzutreten.
4. Die Metaboliten haben eine begrenzte Halbwertszeit; sie reichern sich
nicht in Zellen an.
5. Viele Metaboliten sind Regulatoren, die die Einzelschritte des Stoﬀwech-
sels steuern.
6. Metaboliten müssen nützliche biologische Funktionen in der Zelle erfüllen.
Der Stoﬀwechsel (auch Metabolismus) besteht aus vielen einzelnen Serien
enzymatischer Umsetzungen, die speziﬁsche Produkte liefern. Diese Zwischen-
produkte (jedem Reaktionsschritt kommen mindestens ein Substrat sowie min-
destens ein Produkt zu) werden als Metaboliten bezeichnet. Die Gesamtheit
der Metaboliten einer Zelle zu einem deﬁnierten Zeitpunkt wird als Metabolom
bezeichnet.
Als Sonderreaktionen wurden für P. inhibens DSM 17395 zwei Stoﬀwechsel-
zwischenprodukte, Pyrophosphat und D,L-a-Liponsäure, positiv getestet, ge-
gen die sich das Meeresbakterium tolerant verhält, siehe Tabelle 5.32.
Pyrophosphorsäure entsteht durch Erhitzen von Phosphorsäure auf ca. 250
Grad Celsius; biogene Bildung als Pyrophosphat (Abk. PPi) bei Spaltung ener-
giereicher Nukleotide (z.B. ATP; vgl. Phosphorylierung); sofortige Hydrolyse
in zwei Moleküle (Ortho-)Phosphat.
Liponsäure ist ein Coenzym bei oxidativer Decarboxylierung von Alphake-
tosäuren und Bestandteil des Pyruvatdehydrogenase Komplexes in den Mit-
ochondrien in fast allen Eukaryoten. Eine therapeutische Verwendung ﬁndet
es in der Anwendung bei (diabetischer) Polyneuropathie. [Psc02]
Sowohl Pyrophosphat als auch die Liponsäure treten als Antioxidantien auf,
chemische Verbindungen, die eine Oxidation anderer Substanzen verlangsamt
oder gänzlich verhindert und eine große physiologische Bedeutung durch ih-
re Wirkung als Radikalfänger haben [Mah69]. Sie inaktivieren im Organismus
reaktive Sauerstoﬀspezies (ROS), deren übermäßiges Vorkommen zu oxidati-
vem Stress führt. Oxidativer Stress wird in Zusammenhang gebracht mit dem
Alterungsprozess und der Entstehung einer Reihe von Krankheiten [VPS+03].
Als solches ﬁndet die Liponsäure Anwendung als therapeutisches Agens.
So fütterten Monserrat et. al [MLF+08] in ihrer Studie dem Fisch Corydoras
paleatus (Callychthyidae) Liponsäure zu und verzeichneten höhere Konzen-
trationen des Metabolits im sezierten Fisch. Gegebenenfalls kommt es durch
derartige Zufütterungen in marinen Aquakulturen zu Konzentrationen die-
ses Stoﬀwechselzwischenprodukts, gegen die Meeresbakterien wie P. inhibens
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DSM 17395 eine Toleranz entwickeln.
6.3.3 PM - Sekundärmetabolite
Der Sekundärstoﬀwechsel von Pﬂanzen bildet als nicht unmittelbar lebensnot-
wendige Stoﬀwechselprodukte sekundäre Pﬂanzenstoﬀe. Diese Sekundärmeta-
bolite gehören nicht zur Grundausstattung der Organismen und treten deshalb
nur in einzelnen Pﬂanzengruppen auf. Es kann sich um bloße Abfallprodukte
handeln, vielfach haben sie jedoch eine Funktion als Farbstoﬀe, Lockstoﬀe, als
Abwehr gegen Fraßfeinde etc. Ihr Auftreten ist oft an taxonomisch umgrenz-
te Sippen gebunden, ihre Untersuchung ist daher für die Chemotaxonomie
wichtig. Zu den sekundären Pﬂanzenstoﬀen gehören unter anderem Alkaloi-
de, Flavonoide, ätherische Öle und Glykoside. Zuweilen werden auch die Fette
hierzu gerechnet [Wag03].
Phaeobacter inhibens DSM 17395 zeigte sich gegen Sekundärmetabolite der
Gruppe der Alkaloide (sieben Substanzen), der Flavonoide (eine Substanz) der
Lignane (eine Substanz), der Carbonsäuren (eine Substanz) und der Naphto-
chinone (zwei Substanzen) tolerant, siehe Tabelle 5.7, Tabelle 5.14, Tabel-
le 5.16, Tabelle 5.26, Tabelle 5.30.
Alkaloide
Alkaloide sind eine Gruppe überwiegend aus Pﬂanzen stammender stickstoﬀ-
haltiger, basisch reagierender Substanzen. Alkaloide im engeren Sinne enthal-
ten heterozyklisch gebundenen Stickstoﬀ, der aus Aminosäuren stammt. Sie
haben gewöhnlich starke physiologische Wirkungen oder sind toxisch für ande-
re Organismen. Sie treten gehäuft in einigen Familien oder Ordnungen auf, z.B.
bei den Amaryllidaceae, Solanaceae, Papaverales und Gentianales. [Wag03]
Das Meeresbakterium P. inhibens DSM 17395 zeigte eine Toleranz gegenüber
sieben unterschiedlichen Alkaloiden. Das vielleicht bekannteste Alkaloid ist das
 in Kaﬀee, Tee oder Kakao  enthaltene Koﬀein.
Zurückführbar auf den genetischen Code des großen 262 kb- s des Bak-
teriums, ist die Toleranz gegenüber Koﬀein, sowie Atropin und 4-Hydroxy-
cumarin. Das größte und das kleinste Chromid in Kombination führten zu
einer Toleranz gegenüber Chelerythrin und Sanguinarin. Sogar zwei Sonderre-
aktionen führten zu einer Toleranz gegenüber Harman und Cumarin.
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Koﬀein wirkt in Pﬂanzen, die dieses Alkaloid enthalten, als Insektizid, in-
dem es bestimmte Insekten betäubt oder tötet [FUDB86]. Auch im Ozean
wurde Koﬀein als meeresverschmutzende Substanz bereits mehrfach an un-
terschiedlichen Orten detektiert [RGS12] [KGBP10]. Atropin ist ein Alka-
loid, das hauptsächlich in der Familie der Solanaceae vorkommt. Sein Na-
me leitet sich von Atropa belladonna ab. Atropin gehört zu den Parasympa-
tholytika. Atropin hemmt die Wirkung des Parasympathikus und erregt in
großen Gaben den Sympathikus. Auf das Zentralnervensystem wirkt Atropin
zuerst erregend, dann lähmend [Fre99]. 4-Hydroxycumarine gleich Vitamin-
K-Antagonisten werden in der Medizin vom 4-Hydroxycumarin abgeleitete
Substanzen mit blutgerinnungshemmender Wirkung genannt [Psc02]. Die To-
leranz von P. inhibens DSM 17395 weitet sich zudem auf das Derivat von 4-
Hydroxycumarin, das Cumarin aus, das auch als Schädlingsbekämpfungsmittel
verwendet wird.
Chelerythrin und Sanguinarin als Isochinolin-Alkaloide aus dem Schöllkraut
Chelidonium majus zugehörig der Familie der Papaveraceae, auch isolierbar aus
Pﬂanzen der Familien der Rutaceae und Fumariaceae gehören durch ihre anti-
bakterielle Wirkung zu den natürlichen Bakteriziden, die in der Zahnmedizin
Anwendung ﬁnden [CEOO05].
Harmane beﬁndet sich als heterozyklisches Amin, ebenso wie Koﬀein, in
Kaﬀee oder Zigarettenrauch, sowie in gekochtem Fleisch [HC06].Harman ist
ein Neurotoxin [CUG+13].
Koﬀein wurde im Zusammenhang mit landwirtschaftlichen Pestiziden als
meeresverschmutzendes Alkaloid detektiert [KGBP10]. Die sechs Alkaloide,
gegen die das Meeresbakterium P. inhibens DSM 17395 in dieser Studie als
tolerant nachgewiesen wurde, könnten ebenfalls in diesem Zusammenhang in
den Ozeanen vorhanden sein.
Flavonoide
Flavonoide sind eine Gruppe von sekundären Pﬂanzenstoﬀen, die sich vom
Flavan, einer Verbindung mit zwei aromatischen Ringen und einem sauerstoﬀ-
haltigen Heterozyklus, herleiten. Sie sind bei den Angiospermen weit verbrei-
tet, fehlen aber den Algen Pilzen und Moosen [Wag03]. Der genetische Code
des Chromosoms oder des 78 kb-großen Chromids sind für die Toleranz ge-
genüber des Flavonoids, genauer des Flavonols Myricetin nachweisbar. Marine
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Öle, die im Fleisch von fettigem Fisch, der Leber von magerem Fisch und Speck
von marinen Säugern enthalten sind, können mit Myricetin stabilisiert werden
[WS98]. Das weitergehende Vorkommen in marinen Umgebungen ist unklar.
Lignane
Die Lignane sind eine Gruppe von pﬂanzlichen Naturstoﬀen, die sich von der
Zimtsäure und ihren Derivaten ableiten und biochemisch zum Phenylalanin-
stoﬀwechsel gehören. Sie lassen sich in fünf große Subgruppen einteilen, und
ihre derzeitige Nomenklatur ist weder zwischen diesen Gruppen noch inner-
halb einer von ihnen konsistent. Viele Lignane sind physiologisch aktiv, z.B.
die tumorhemmenden Podophyllotoxine. Dabei wechselwirken sie auf zwei un-
terschiedliche Arten mit der Zellteilung bei Tieren und auch beim Menschen.
In der traditionellen chinesischen Medizin werden Lignane zur Behandlung von
Hepatitis oder als Leberschutz verwendet. Einige Lignane unterdrücken Funk-
tionen des Zentralnervensystems und inhibieren die cAMP-Phosphodiesterase,
während andere als Fischgifte oder Keimungshemmer fungieren. [Sch05] P.
inhibens DSM 17395 zeigte eine Toleranz gegenüber Nordihydroguaiaretsäure
(NDGA), einem sekundären Pﬂanzenstoﬀ zugehörig den Lignanen. Die Reak-
tion ließ sich auf die Bedeutsamkeit des 65 kb-großen Chromids zurück führen.
NDGA als Sekundärmetabolit ist in den Blättern des Kreosotbusches (Larrea
tridentata), sowie in vielen Pﬂanzenharzen nachweisbar. Nachdem die Anwen-
dung von Kreosotbuschzubereitungen in Verbindung mit Leber- und Nieren-
schäden gebracht wurden, wurde die Verwendung von NDGA als Lebensmit-
telzusatzstoﬀ (Antioxidans) in vielen Ländern stark eingeschränkt [SSHS01].
Diese Studie zeigt, dass zumindest dieses spezielle Lignan vom Meeresbakte-
rium P. inhibens DSM 17395 toleriert wird, so dass eine Annahme zu einer
möglichen Toleranz gegenüber Fischgiften der Gruppe der Lignane begründet
scheint.
Carbonsäuren
Sekundärmetaboliten leiten sich von Produkten des anabolen und katabolen
Stoﬀwechsels ab, hauptsächlich von Carbonsäuren, Kohlenhydraten und Ami-
nosäuren.
Als Sekundärmetabolit abgeleitet von den Carbonsäuren, genauer Pyri-
dincarbonsäuren, die in der Chemie eine Stoﬀgruppe von organischen Ver-
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bindungen bilden, die zu den Heterozyklen (genauer: Heteroaromaten) zählt,
ist Fusarinsäure ein Picolinsäure-Derivat, das als Sekundärmetabolit einger
der pﬂanzenschädigenden Schimmelpilze der Gattung Fusarium gebildet wird
[BPNL96]. Fusarinsäure hat herbizide, insektizide und antibakterielle Wirkun-
gen. Es ist für Pﬂanzen ein Welketoxin (verursacht vorzeitiges Welken), auf den
tierischen Organismus wirkt es aber nur schwach toxisch [DLW+12].
Die Toleranz P. inhibens DSM 17395 gegenüber Fusarinsäure lässt sich auf
die Bedeutsamkeit des Chromosoms und/ oder 78 kb-großen Chromids zurück
führen.
Manning evaluiert kontaminiertes Fischfutter auf Getreidebasis als Verursa-
cher von Mykotoxinen der Gattung Fusarium in vornehmlich Warmwasserre-
gionen. Der Sekundärmetabolit wirkt toxisch auf die untersuchten Fischarten.
[WL01] Die Toleranz von P. inhibens DSM 17395 gegen das Mykotoxin deutet
auf ein Vorkommen in marinen Umgebungen hin, das ebenfalls auf kontami-
niertes Fischfutter zurück zu führen sein könnte.
Naphtochinone
Naphthochinone sind eine Gruppe von Oxidationsprodukten des Naphthalins.
1,4-Naphthochinon ist der Grundkörper vieler Naturstoﬀe, z.B. Alkannin (Al-
kanna), Juglon, Vitamin K (Phyllochinon), Lawson (Henna), Lomatiol und
Plumbagin (Bleiwurz). Naphthochinone werden vielfach als Ausgangsverbin-
dungen für chemische Synthesen verwendet. Naphtochinone kommen in vielen
Spezies der Familien der Bignoniaceae, Droseraceae, Plumbaginace, Boragi-
naceae, Juglandaceae, sowie in kleinen Pﬂanzenfamilien wie den Dioncophyl-
laceae oder Acanthaceae vor. Diese Sekundärmetabolite haben ein interessan-
tes Spektrum der biologischen Wirkungsweisen, wie zum Beispiel antibioti-
sche, antivirale, entzündungshemmende, ﬁebersenkende, wachstumshemmende
oder zytotoxische Eﬀekte. Besonders in der asiatischen und südamerikanischen
Volksmedizin werden Pﬂanzen mit diesen sekundären Metaboliten deshalb seit
hunderten von Jahren genutzt. [BAHK09]
Im phänotypischen MicroArray zeigte P. inhibens DSM 17395 eine Toleranz
gegenüber Plumbagin, die auf dem genetischen Code aus der Kombination des
großen 262 kb- und des kleinen 65 kb-Chromids zurückzuführen ist. Die Tole-
ranz gegenüber dem Naphtochinon Lawson lässt sich auf die genetische Infor-
mation des Chromosoms und/ oder des 78 kb-großen Chromids zurückführen.
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Über 600 perenylierte, also posttranslational modiﬁzierte, Chinone, Toluchi-
none, Toluhydrochinone und Naphtochinone, häuﬁg bezeichnet alsMeroterpene
ausgehend von ihrem Polyketid- oder Isoprenoid-biosynthetischem Ursprung,
wurden im Zeitraum von 1972 bis 2011 von marinen Organismen isoliert. Etwa
ein Drittel dieser Metabolite wurden als zytotoxisch eingestuft oder besaßen
antioxidative Eigenschaften. [SDC12] Die Klasse der Naphthochinone ist folg-
lich ubiquitär in marinen Umgebungen.
Plumbagin ist ein Naphtochinon, das nach dem Pﬂanzengenus Plumbago
benannt wurde, aus dem es erstmalig isoliert wurde [PFK05]. Es ist ein Se-
kundärmetabolit der hauptsächlich in den Pﬂanzenfamilien Plumbaginaceae,
Droseraceae und Ebenceae vorkommt. Neben den biologischen Eigenschaften,
die [BAHK09] et. al für die Klasse der Naphtochinone bereits gelistet ha-
ben, zeigen neuere Forschungen dass diese Wirkungsweisen häuﬁg durch die
Möglichkeit des Redoxcyclings oder der Chelatierung von Spurenmetallen in
biologischen Systemen entstehen. Plumbagin ist in der Lage den Drogen-Eux-
Mechanismus in drogenresistenten Bakterien zu inhibieren. Außerdem wurde
als interessante Bioaktivität dieses Sekundärstoﬀs die Fähigkeit gefunden, kon-
jugative multidrogenresistente Plasmide zu eliminieren. [PDY+12]
Lawson, oder 2-Hydroxy-1,4-Naphthochinone, oder Henna-Farbstoﬀ, ist ei-
ner der simpelsten natürlich vorkommenden Naphtochinone. Dieses rot-orange
Pigment, kann aus den getrockneten und pulverisierten Blättern der Henna-
Pﬂanze Lawsonia spp., Familie der Lythraceae extrahiert werden. Die gängigs-
ten Spezies sind Lawsonia alba, Lawsonia spinosa und Lawsonia inermis Linn.,
die 0,5-1,5% Lawson enthalten. Über die Anwendung als Haarfärbemittel und
als Färbemittel für die Haut besteht auf Grund der toxischen Wirkung und den
biologischen Eﬀekten eine kontroverse Diskussion. Als Metabolit zur weiteren
organischen Synthese beginnt für Lawson eine neue Anwendung, die sich auf
die biologischen Aktivitäten stützt. [JVP+15]
6.3.4 PM - Aminosäuren und pH-Wert Bereich
Unter den Substanzen, die als Chemikalien die im phänotypischen MicroArray
in den Platten PM 10-20 getestet werden können, beﬁnden sich auch einige
Aminosäuren, die zum Teil mit unterschiedlichen pH-Werten getestet werden.
Bei elf Aminosäuren gab es für P. inhibens DSM 17395 positive Reaktionen,
siehe Tabelle 5.16, Tabelle 5.26 und Tabelle 5.30.
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Neben der Aminosäure Glycin, die auch schon in den phänotypischen Tests
der Kohlenstoﬀquellen positiv getestet wurde, siehe Tabelle 4.7, gab es bei
drei weiteren Aminosäuren D,L-Serin Hydroxamat, b-Chloro-L-Alanin und L-
Glutaminsäure g-Hydroxamat eine positive Reaktion. Diese drei Aminosäu-
ren sind nicht als Substrate unter den Kohlenstoﬀquellen der Platten PM 01
und PM 02 anzuﬁnden. Die Ergebnisse lassen sich auf die genetische Infor-
mation des großen Chromids in Kombination mit dem kleinen 65 kb-Chromid
(pPinh262kb_pPinh65kb) zurückführen. Bei der positiv getesteten Aminosäu-
re Poly-L-Lysin lag eine Sonderreaktion vor.
Des Weiteren konnte der genetische Code des Chromosoms und/ oder des
78 kb-großen Chromids für die positiven Reaktionen gegenüber sechs weiteren
Aminosäuren L-Glutamin, L-Alanin, L-Asparagin, L-Threonin, 4-Hydroxy-L-
Prolin [trans] und Hydroxy-L-Prolin identiﬁziert werden, die bei einem pH-
Wert von 9,5 positiv getestet wurden. Im sauren pH-Wert Bereich wurde P.
inhibens DSM 17395 negativ getestet. Positive Reaktionen konnten ab einem
pH-Wert von größer oder gleich 7 detektiert werden.
Alle Aminosäuren, bis auf Hydroxy-L-Prolin, wurden ebenfalls in PM 01
bzw. PM 02 getestet. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Platten zu den Koh-
lenstoﬀquellen, die für L-Glutamin, L-Alanin, L-Threonin und 4-Hydroxy-L-
Prolin [trans] eine positive Reaktion mit dem Rückschluss auf den genetischen
Code des großen Chromids in Kombination mit dem kleinen 65 kb-Chromid
(pPinh262kb_pPinh65kb) zurückzuführen sind und im Fall von L-Asparagin
auf den genetischen Code des großen 262 kb-Chromids, können die positiven
Reaktionen der Aminosäuren im alkalischen pH-Wert Bereich auf den gene-
tischen Code des Chromosoms und/ oder des 78 kb-großen Chromids zurück
geführt werden. Eine auﬀällige Veränderung der Bedeutung der Chromide in
unterschiedlichem pH-Wert Millieu. Die Bedeutung von extrachromosomalen
Elementen für die Regulation der pH-Sensorik wurde unter anderem von Li et
al. [LJH+02] in ihrer Studie zu Agrobacterium tumefaciens beschrieben.
6.3.5 PM - Aromaten
Nach Stanger [Sta09] gibt es für Aromaten, eine Stoﬀklasse der organischen
Chemie, drei prinzipielle Eigenschaften die als Kriterien genutzt werden kön-
nen: a) strukturgebende, b) energetische und c) magnetische. Die drei Kriteri-
en stammen von den Eigenschaften Benzens und Hückels Betrachtung davon.
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Das Problem einer Deﬁnition und Quantiﬁzierung von aromatischen Verbin-
dungen ist die fehlende aromatische Einheit. Da es keinen Konsens darüber
gibt, welche der Kriterien aromatische Verbindungen messen können, ist die
Quantiﬁzierung schwierig. Ursprünglich stammt ihr Name von dem aromati-
schen Geruch der zuerst entdeckten Verbindungen dieser Stoﬀklasse.
Im phänotypischen MicroArray zeigte P. inhibens DSM 17395 eine Tole-
ranz gegenüber vier verschiedenen Aromaten. Dabei lassen sich die Toleranzen
gegenüber 1,10-Phenanthrolin und 3,5-Dinitrobenzoesäure auf die genetische
Information des 262 kb-großen Chromids zurückführen, siehe Tabelle 5.7, wo-
hingegen für 1-Chloro-2,4-Dinitrobenzen und 2,4-Dinitrophenol der genetische
Code aus der Kombination des großen 262 kb- und des kleinen 65 kb-Chromids
relevant sind, siehe Tabelle 5.16.
Polyzyklische Aromaten kommen in den meisten urbanen Küstenregionen
der Welt vor. Sie akkumulieren im Sediment und in Biota, die unfähig sind die
aromatischen Verbindungen eﬃzient zu eliminieren [SGE00] Eine Folge dessen
zeigt sich in der Toleranz des untersuchten Bakteriums P. inhibens DSM 17395,
das in Küstenregionen vorkommt. Die aromatischen Verbindungen die mittels
der PM-Technik positiv getestet wurden, können wie folgt beschrieben werden:
1,10-Phenanthrolin ist ein klassischer Ligand, der die Fähigkeit hat eine
Vielzahl an Metallionen bindend mit besonderen Variationen von Komplexen
zu koordinieren. Beispielsweise können Metallkomplexe mit 1,10-Phenanthrolin
befähigt werden eine intensive Lumineszenz zu bilden oder sie interagieren
mit DNA. Sogar eine DNA-Spaltung ist möglich. Deshalb wird der Aromat
chemisch synthetisiert und modiﬁziert, um neue molekulare Chemosensoren
für Metallkationen und -anionen, Ionophoren und interkalierende Agentien für
Polynukleotide zu entwickeln. [BL10]
3,5-Dinitrobenzoesäure ist eine organisch chemische Verbindung und zählt
zu den Aromaten. Die Struktur besteht aus einem Benzolring mit angefügter
Carboxygruppe und zwei Nitrogruppen als Substituenten. Sie leitet sich sowohl
von der Benzoesäure als auch vom Nitrobenzol bzw. Dinitrobenzol ab und
gehört zur Stoﬀgruppe der Dinitrobenzoesäuren. Die 3,5-Dinitrobenzoesäure
ﬁndet vor allem Verwendung in der Analyse organischer Substanzen. [LDZ+88]
1-Chloro-2,4-Dinitrobenzen ist eine chemische Verbindung, bestehend aus
einem Benzolring mit einem Chlor und zwei Nitrogruppen als Substituenten.
Es gehört zur Stoﬀgruppe der Dinitrochlorbenzole, bei der sich durch unter-
schiedliche Anordnung der Substituenten sechs Konstitutionsisomere ergeben.
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Die Verbindung wird als Reagenz für Alkylierungs-, Arylierungs- und, Sub-
stitutionsreaktionen und zur Herstellung von Farbstoﬀen, Photochemikalien,
Explosivstoﬀen, Fungiziden und Kautschukchemikalien verwendet [GESTIS-
Stoﬀdatenbank].
2,4-Dinitrophenol (DNP) ist ein gelber kristalliner Feststoﬀ mit phenolar-
tigem Geruch. Die Struktur besteht aus einem Benzolring mit einer Hydroxy-
gruppe und zwei Nitrogruppen als Substituenten. Es gehört zur Stoﬀgruppe
der Dinitrophenole, einer Gruppe von sechs Konstitutionsisomeren. Im ers-
ten Weltkrieg wurde DNP von den Franzosen in der Herstellung von Muni-
tion genutzt. Folgend wurde DNP als Farbstoﬀ, Holzschutzmittel, Herbizid
und Fotochemikalie verwendet. In den 1930er Jahren wurde DNP als Mittel
gegen Fettleibigkeit verkauft. DNP ist ein Protonenionophor und wirkt als
Entkoppler der oxidativen Phosphorylierung in den Mitochondrien der Zelle.
[GDEZW11] Wegen seiner Gefährlichkeit und seiner gleichzeitig geringen the-
rapeutischen Breite entzog 1938 schließlich die amerikanischen Arzneimittelzu-
lassungsbehörde (FDA) die Zulassung für den Verkauf von DNP-enthaltenen
Medikamenten [BBG10].
6.3.6 PM - anorganische Substrate
Die Möglichkeit der Verwertung von anorganischen Substraten erweitert die
Vielfalt der Stoﬀwechselmöglichkeiten und damit den tolerierten Lebensraum.
Auch Vertreter der Roseobacter -Klade sind in der Lage anorganische Substra-
te zu verwerten. Unter anaeroben Bedingungen ist z.B. Dinoroseobacter shibae
DSM 16493 in der Lage via Denitriﬁkation mit Nitrat, Nitrit, NO und N2O
als terminalen Elektronenakzeptoren zu wachsen [PBD+09]. Manche der Gene,
die für die Denitriﬁkation notwendig sind, kodieren auf extrachromosomalen
Elementen von D. shibae DSM 16493. Obwohl P. inhibens DSM 17395 Nitrat-
reduktase negativ getestet wurde [MHP+06], sind notwendige Gene der Deni-
triﬁkation extrachromsomal kodiert, siehe Tabelle 5.1. Auch für Zink kodieren
sieben Kernenzyme auf dem großen 262 kb-extrachromosomalen Element von
P. inhibens DSM 17395, siehe Tabelle 5.2. Auf dem großen 262 kb-Chromid
konnten des Weiteren Regulatoren zugehörig dem Schwermetallmetabolismus
und dem Schwefeloxidationsenzym-Systems identiﬁziert werden, siehe Tabel-
le 5.1. Zusätzlich beﬁnden sich extrachromosomal kodiert zahlreiche Kernen-
zyme, die dem Transport von Schwermetallen bzw. anorganischen Substraten
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zugeordnet werden können, siehe Tabelle 5.3, Tabelle 5.4, Tabelle 5.5, Tabel-
le 5.6.
Die Toleranz P. inhibens DSM 17395 gegenüber anorganischen Substraten
erstreckte sich im PM-Experiment über 23 Substanzen. Dabei war der gene-
tische Code des 262 kb-großen Chromids relevant für die Toleranz gegenüber
Cesiumchlorid, Ruthenium Rot, Aluminumsulfat, Chromiumchlorid und Me-
thyltrioctylammoniumchlorid, siehe Tabelle 5.8. Das große 262 kb-Chromid in
Kombination mit dem kleinen 65 kb-großen Chromid waren relevant für die
Toleranz gegenüber Nickelchlorid, Kaliumchromat, Natriumcyanat, Natrium-
dichromat, Natriumarsenat, Borsäure, Zinkchlorid, Natriummetaborat, Natri-
umwolframat, Natriumperiodat, Hexaammincobalt(III)-chlorid und Kaliumtel-
lurit, siehe Tabelle 5.17. Der genetische Code des Chromsoms und/ oder des
78 kb-großen Chromids war maßgeblich für die Toleranz gegenüber Natrium-
nitrit, Natriumazid und Natriumsilicat, siehe Tabelle 5.27. In einer Sonderre-
aktion zeigte sich die Toleranz gegenüber Lithiumchlorid, Hydroxylamin und
Phenylarsinoxide, siehe Tabelle 5.30.
Schwermetalle wie Kupfer, Zink und Blei sind normale Komponenten mari-
ner Umgebungen und Flussmündungen. Wenn zusätzliche Schwermetallbelas-
tungen von Industrieabfällen oder Abwässern in den biogeochemischen Zy-
klus eintreten, können auch toxische Reaktionen die Folge für marine Or-
ganismen sein. [Bry71] Selvin et. al [SSS+09] untersuchten in ihrer Studie
Schwamm-assoziierte marine Bakterien als Indikatoren für die Verschmutzung
durch Schwermetalle. Darunter auch ein Vertreter der Roseobacter -Klade, Ro-
seobacter sp. (MSI09), der, wie auch die Ergebnisse dieser Studie für P. inhi-
bens DSM 17395 zeigen, eine Resistenz gegenüber den getesteten Schwerme-
tallen aufweist. Die Studie weist auf die auﬀällig hohe Präsenz der Plasmide
hin und auf die Möglichkeit des Plasmid-kodierten Resistenzfaktors. Gene für
Schwermetall-Toleranzen sind bei Bakterien häuﬁg Plasmid-kodiert [SM88].
6.3.7 PM - halogenhaltige Substrate
Methylhalogen-abbauende Bakterien spielen potentiell in der Reduktion des
Ozonlochs eine wichtige Rolle bezüglich der Methylchlorid- und Methylbromid-
Emissionen [MWM+02]. Besonders Bakterienspezies der Roseobacter -Klade
sind bezüglich ihrer Toleranz oder gar Verwertung von halogenhaltigen Sub-
straten identiﬁziert und beschrieben [SMNM05]. Bei der Spezies Leisingera
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methylohalidivorans DSM 14336T kodiert auf dem großen extrachromosoma-
len Element der Stoﬀwechselweg für Methylchlorid [BCP+13].
In dieser Studie zeigte P. inhibens DSM 17395 eine Toleranz gegenüber 20
halogenhaltigen Substraten. Dabei war der genetische Code des 262 kb-großen
Chromids relevant für die Toleranz gegenüber 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-SO4
(auch Chloroxylenol), siehe Tabelle 5.8. Das kleine 65 kb-große Chromid war
bedeutsam für die Toleranz gegenüber 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-b-D-galacto-
pyranosid und 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-a-D-mannosid, siehe Tabelle 5.14. Das
große 262 kb-Chromid in Kombination mit dem kleinen 65 kb-großen Chro-
mid waren relevant für die Toleranz gegenüber X-b-D-Glucosamin, X-b-D-
Glucuronid, X-PO4, Iodessigsäure, 5-Chloro-7-iod-8-hydroxychinolin, 5,7-Di-
chloro-8-hydroxychinolin, 5,7-Dichloro-8-hydroxy-Chinaldin, Hydrochlorid, 5-
Fluororotsäure und Benzethoniumchlorid, siehe Tabelle 5.18. Das X steht hier-
bei für X = 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl. Der genetische Code des Chromsoms
und/ oder des 78 kb-großen Chromids war maßgeblich für die Toleranz gegen-
überX-Caprylsäure,X-a-D-Galactosid,X-a-D-Glucosid,X-a-D-Glucuronid,X-
b-D-Galactosid, X-b-D-Glucosid, siehe Tabelle 5.27. In einer Sonderreaktion
zeigte sich die Toleranz gegenüber 5-Fluoro-5'-deoxyuridin.
Unter den von P. inhibens DSM 17395 tolerierten halogenhaltigen Sub-
straten beﬁnden sich auch Desinfektionsmittel wie z.B. Benzethoniumchlo-
rid. Es handelt sich dabei um eine chemische Verbindung aus der Gruppe der
Chloride. Benzethoniumchlorid wird in der Kosmetikindustrie und bei Arz-
neimitteln als Konservierungsmittel eingesetzt. Für eine Verwendung in der
Lebensmittelindustrie ist Benzethoniumchlorid in Deutschland nicht zugelas-
sen. In der klinischen Diagnostik dient es als Reagenz bei der Bestimmung
von Protein in Urin und cerebrospinaler Flüssigkeit (CSF). Als kationisches
Detergenz ﬁndet Benzethoniumchlorid ferner in der Biochemie als Proteasein-
hibitor Anwendung. Benzethoniumchlorid ist ein Wirkstoﬀ aus der Gruppe der
Desinfektionsmittel zur lokalen Desinfektion. [Pharma Wiki]
6.3.8 PM - Psychopharmaka
Psychopharmaka sind Substanzen, die bestimmte Stoﬀwechselvorgänge im Ge-
hirn beeinﬂussen und so die psychische Verfassung verändern  psychoaktive
bzw. -trope Eﬀekte. Die Substanzen, die im Medikament enthalten sind, wir-
ken entweder direkt oder indirekt über ihre Stoﬀwechselprodukte im Körper.
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Bei den Psychopharmaka werden üblicherweise sieben Gruppen unterschie-
den:Antidepressiva, Stimmungsstabilisierer (Phasenprophylaktika),An-
tipsychotika (Neuroleptika), Anxiolytika / Hypnotika, Antidementiva,
Psychostimulanzien und Sonstige Psychopharmaka. [https://www.neurologen-
und-psychiater-im-netz.org/; Herausgegeben von Berufsverbänden und Fach-
gesellschaften für Psychiatrie, Kinder- und Jugendpsychiatrie, Psychothera-
pie, Psychosomatik, Nervenheilkunde und Neurologie aus Deutschland und
der Schweiz.]
P. inhibens DSM 17395 zeigte aufgrund der genetischen Information des
262 kb-großen Chromids eine Toleranz gegenüber Amitriptylin; ein trizykli-
sches Antidepressivum (Dibenzozykloheptadien-Derivat), eine chemisch he-
terogene, antriebssteigernd und stimmungsaufhellend bzw. anxiolytisch und
antriebsdämpfend wirkende Untergruppe der Psychopharmaka, mit breitem
Wirkungsspektrum [Psc02].
Auf Grund der genetischen Information des kleinen 65 kb-Chromids in Kom-
bination mit dem großen 262 kb-Chromid war P. inhibens DSM 17395 tolerant
gegenüber dem Psychopharmakon Promethazin, siehe Tabelle 5.19.
Promethazin internationaler Freiname für das Antihistaminikum und Se-
dativum (Tranquilizer). Verwendet wird das Monohydrochlorid. Promethazin-
Hydrochlorid, ein Vertreter aus der Gruppe der Phenothiazine, wurde in den
späten 1930er Jahren erstmals arzneilich angewendet. In erster Linie handelt es
sich um ein Antihistaminikum, das folglich antagonistisch an H1-Rezeptoren
anknüpft, sodass Histamin hier nicht binden kann. Aufgrund der Tatsache,
dass auch im ZNS Histaminrezeptoren vorliegen, wirkt es schlaﬀördernd und
sedierend und wird daher vor allem zur Therapie von Erregungszuständen als
Stimmungsstabilisierer herangezogen. [Pharma Wiki]
Bei dem Psychopharmakon Chlorpromazin zeigte sich die Toleranz dagegen
in einer Sonderreaktion, siehe Tabelle 5.31.
Chlorpromazin ist ein Psychopharmakon aus der Klasse der Phenothiazine,
ein Antipsychotikum (Neuroleptikum). Es hat wie alle Neuroleptika gene-
rell eine symptomatische Wirkung. Das bedeutet, dass es als Medikament die
Symptome einer Erkrankung bekämpft und lindert, nicht jedoch die Ursache
beseitigt. Es entfaltet seine pharmakologische Wirkung direkt im Gehirn, wo
es den Stoﬀwechsel der Neurotransmitter beeinﬂusst. Die Substanz wirkt da-
bei vor allem hemmend auf verschiedene Rezeptoren für den Neurotransmitter
Dopamin. Durch die Einwirkung auf diese unterschiedlichen Rezeptoren des
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Dopaminsystem in den Nervenzellen des Gehirns hat es im Vergleich zu ande-
ren Neuroleptika eine relativ breite Wirksamkeit. So sind sowohl sedierende,
antipsychotische, antihistaminische (antiallergische), antiemetische (Erbrechen
und Übelkeit beeinﬂussende), sowie anticholinerge (muskel- und Drüsen beein-
ﬂussende) und antiadrenerge (die Adrenalinwirkung beeinﬂussende) Auswir-
kungen auf den Körper bei Einnahme von Chlorpromazin bekannt. [Pharma
Wiki]
In einer Studie von Bossus et. al [BGS+14] wurden die Auswirkung von Psy-
chopharmaka auf Crustaceen mit umweltbedingt relevanten Konzentrationen
von 0,001 to 1 Mikrogram pro Liter untersucht. Eine Toleranzbildung gegen
Psychopharmaka von Bakterien, wie in dieser Studie am Meeresbakterium P.
inhibens DSM 17395 detektiert, ist nicht auszuschließen.
6.3.9 PM - Antiseptika
Antiseptika sind mikrobiozide oder viruzide Wirkstoﬀe zur prophylaktischen
Antisepsis auf Haut- und Schleimhäuten, sowie zur Therapie lokaler Infektio-
nen. Antiseptika wirken durch Denaturierung, Herabsetzung von Oberﬂächen-
spannungen und Wechselwirkungen mit dem Erregerstoﬀwechsel. [Psc02].
Die Toleranz P. inhibens DSM 17395 gegenüber Antiseptika erstreckte sich
im PM-Experiment über zwei Substanzen.
Dabei war der genetische Code des 262 kb großen-Chromids relevant für
die Toleranz gegenüber Dequalinium, siehe Tabelle 5.12. Dequalinium ist ein
antimikrobieller Wirkstoﬀ, der in Form von Vaginaltabletten zur Behandlung
einer bakteriellen Vaginose oder eines Scheidenpilzes eingesetzt wird. Im Unter-
schied zu anderen Arzneimittel hat Dequaliniumchlorid ein breites Wirkungs-
spektrum gegen Bakterien, Pilze und Einzeller. [DNG+02]
Das große 262 kb-Chromid in Kombination mit dem kleinen 65 kb-großen
Chromid waren relevant für die Toleranz gegenüber dem Biguanid Alexidin
[CG89], siehe Tabelle 5.19.
6.3.10 PM - Zytostatika
Zytostatika sind eine chemisch heterogene Gruppe zytotoxischer Substanzen,
die das Zellwachstum, insbesondere die Zellteilung, verhindern oder verzögern.
Zytostatika wirken nur auf proliferierende Zellen, das heißt in den Phasen des
Zellzyklus und nicht in der Ruhephase (G0). Sie werden in der Tumortherapie
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eingesetzt, da Tumorzellen nicht der physiologischen Wachstumsregulation un-
terliegen und eine höhere Zellteilungsrate aufweisen als normale Körperzellen.
Die unspeziﬁsch wirkenden Zytostatika sollen in kombinierter bzw. sequenzi-
eller Anwendung (Polychemotherapie) den Zellzyklus in verschiedenen Pha-
sen stoppen und dabei bessere Ergebnisse erzielen und weniger unerwünschte
Arzneimittelwirkung haben als bei Monotherapien. Eine Einteilung der Zyto-
statika nach dem Wirkungsmechanismus ergibt acht Klassen. Alkylanzien,
Antimetabolite, Mitosehemmstoﬀe, Antibiotika mit hemmender Wir-
kung auf die DNA-abhängige RNA-Polymerase, Enzyme, Topoisomerase-
I-Hemmer, Aromatasehemmer, andere Zytostatika, wie Hydroxycarbamid
oder Hormone zur Tumortherapie. [Psc02]
Mittels der PM-Technologie konnten in dieser Studie Zytostatika der Klas-
se der Alkylanzien, der Antimetabolite und der Antibiotika untersucht
werden.
Auf den Chromiden von Phaeobacter inhibens DSM 17395 beﬁnden sich
zahlreiche Multidrogentransporter und Multipheromontransporter, siehe Ta-
belle 5.3 und Tabelle 5.4, sowie multiple Antibiotikaresistenz-Regulatoren, sie-
he Tabelle 5.5 und Tabelle 5.6. Diese genetischen Informationen könnten die
Toleranz gegenüber der zahlreichen Zytostatika begründen.
In der Literatur lassen sich zahlreiche Beispiele über die Detektion von
pharmazeutischen Erzeugnissen, wie z.B. auch Zytostatika, in den Weltmeeren
ﬁnden [GTH14]. So wurden in der Studie von Klosterhaus et. al 60 Phar-
mazeutika in marinen Biota detektiert, wobei die am häuﬁgsten auftretende
Klasse dabei die Antibiotika waren [KGHY13]. Pickney et. al berichteten in ih-
rer Studie über die Reduktion der Biomasse von Mikroalgen und der primären
Produktivität, sowie des retardierten Diatomeen Wachstums durch antimikro-
bielles Tylosin (Wirkstoﬀklasse der Makrolide) im Sediment des North Inlet
Estuary (USA) [PHLL13].
6.3.11 PM - Zytostatika - Alkylanzien
Alkylanzien sind eine Gruppe zytotoxisch wirkender Stoﬀe durch Alkylierung
(Einbau von Alkylgruppen) von Phosphat-, Amino-, Sulfhyrdyl-, Carboxyl-,
und Hydroxylgruppen der Nukleinsäuren sowie Proteine mit Hemmung der
Zellteilung; wirken selbst kanzerogen. [Psc02]
Chlorambucil ergab als Sonderreaktion ein positives Ergebnis, wird also von
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P. inhibens DSM 17395 toleriert, Tabelle 5.30. Chlorambucil wirkt zytostatisch
und immunsuppressiv. Es hemmt die Bildung von Lymphozyten. [Psc02]
6.3.12 PM - Zytostatika - Antimetabolite
Antimetabolite sind Substanzen, die aufgrund struktureller Ähnlichkeit oder
Fähigkeit zur Bindung einen Stoﬀwechselprozess blockieren. Sie werden in
drei Gruppen unterteilt. 1. Strukturähnliche Antimetabolite: konkurrieren auf-
grund chemischer Ähnlichkeit mit demMetaboliten ohne Übernahme der Funk-
tion. 2. Strukturverändernde Antimetaboliten: binden den Metaboliten, was
dessen Funktion oder Resorption verhindert oder den Metaboliten chemisch
modiﬁziert. 3. Indirekt wirkende Antimetaboliten: beeinträchtigen die Funkti-
on des Metaboliten, z.B. über Bindung von Ionen. [Psc02]
P. inhibens DSM 17395 zeigte im phänotypischen MicroArray eine Toleranz
gegenüber elf Antimetaboliten. Sechs davon lassen sich auf den genetischen
Code des 262 kb-großen Chromids zurück führen: 5-Fluoruracil, Mercaptopu-
rin, Cytarabin, 4-Aminopyridin, Benserazid und Cetylpyridiniumchlorid, sie-
he Tabelle 5.9. Ein Antimetabolit auf den genetischen Code des kleinen 65
kb-großen Chromids (Hydroxyurea), siehe Tabelle 5.15, und einer auf den ge-
netischen Code des kleinen 65 kb-Chromids in Kombination mit dem großen
262 kb-Chromid: 5-Azacytidin, siehe Tabelle 5.19. Zwei Antimetabolite lassen
sich auf den genetischen Code des Chromosoms und/ oder des 78 kb-großen
Chromids zurück führen; Guanazol und Azathioprin, siehe Tabelle 5.28. Bei
dem Antimetabolit Triﬂuorthymidin zeigte sich die Toleranz dagegen in einer
Sonderreaktion, siehe Tabelle 5.30.
Strukturähnlichen Antimetaboliten
Die positiv getesteten strukturähnlichen Antimetaboliten (1.) können in die













Zwei der positiv getesteten Antimetaboliten lassen sich den strukturverändern-
de Antimetaboliten 2. zuordnen:
Benserazid ist ein L-DOPA-Decarboxylasehemmer. Benserazid inhibiert die
Metabolisierung von L-DOPA (Levodopa) und wird ausschließlich in Kombina-
tionspräparaten zusammen mit Levodopa zur Therapie der nicht durch Medika-
mente ausgelösten Parkinson-Krankheit eingesetzt. Heute wird das Restless-
Legs-Syndrom (RLS) häuﬁg mit der Kombination L-DOPA und Benserazid
behandelt. Dopamin selbst ist zur Behandlung von Parkinson-Kranken un-
geeignet, vor allem weil es die Blut-Hirn-Schranke kaum passiert. Seine Vor-
stufe (Prodrug) Levodopa wird dagegen als Aminosäure durch die Blut-Hirn-
Schranke transportiert und ist heute das wirksamste und wichtigste Parkin-
sonmittel. Man verabreicht es fast nur noch in peroraler Darreichungsform und
praktisch immer zusammen mit Benserazid oder Carbidopa. Diese Substanzen
sind Inhibitoren des Enzyms Aromatische-L-Aminosäure-Decarboxylase (Do-
padecarboxylase), das die Umwandlung von Levodopa in Dopamin katalysiert.
Benserazid passiert die Blut-Hirn-Schranke nicht, blockiert das Enzym also
nur peripher (außerhalb des Zentralnervensystems). Dort würde Levodopa oh-
ne Dopadecarboxylase-Hemmstoﬀ zu 95% zu Dopamin decarboxyliert. [Pharma
Wiki]
Hydroxyurea; Die Wirkung von Hydroxyurea beruht auf der Hemmung des
Enzyms Ribonukleotidreduktase, wodurch die DNA-Synthesekapazität der je-
weiligen Zelle deutlich eingeschränkt wird [Psc02].
Indirekt wirkende Antimetaboliten
Zwei der positiv getesteten Antimetaboliten lassen sich den indirekt wirkende
Antimetaboliten 3. zuordnen:
4-Aminopyridin (Fampridin), ein Aminopyridin. Fampridin ist ein Kalium-
kanalblocker. Er wirkt auf geschädigte Nerven, wo er verhindert, dass gela-
dene Kaliumteilchen aus den Nervenzellen entweichen. Es wird angenommen,
dass dadurch die elektrischen Impulse weiter an den Nerven entlang wandern
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können, um die Muskeln zu stimulieren. Dadurch wird das Gehen erleichtert.
Antimetabolit zur Behandlung von Multiple Sklerose. [Pharma Wiki] [Psc02]
6.3.13 PM - Zytostatika - Antibiotika
Antibiotika sind im engeren Sinne eine Bezeichnung für bestimmte Stoﬀwech-
selprodukte von Schimmelpilzen, Streptomyzeten oder Bakterien. Im weiteren
Sinne auch für deren (semi-)synthetische Derivate mit bakteriostatischer (z.B.
Tetrazykline, Chloramphenicol, Makrolid-Antibiotika) oder bakterizider (z.B.
Penicilline, Cephalosporine, Aminoglykosid-Antibiotika, Polymyxine) Wirkung.
Die Wirkungsmechanismen können in vier Kategorien eingeteilt werden: 1.
Hemmung der Zellwandsynthese (Mureinsynthese), z.B. durch Penicilline, Ce-
phalosporine. 2. Hemmung der DNA- und RNA-Synthese, z.B. durch Chinolo-
ne und Rifampicin. 3.Hemmung der Proteinsynthese, z.B. durch Aminoglykosid-
Antibiotika, Tetrazykline, Makrolid-Antibiotika. 4. Beeinﬂussung der Zellmem-
bran (Permeabilität), z.B. durch Polymyxine. [Psc02]
Antibiotika können auch ein größeres Spektrum abdecken und neben der an-
tibiotischen Wirkung eine antiparasitäre Wirkung aufweisen. Als Antiparasiti-
ka bezeichnet man Arzneistoﬀe, die gegen Endo- oder Ektoparasiten eingesetzt
werden [KSB11].
Wirkstoﬀe gegen Ektoparasiten sind: Akarizide gegen Milben, Insektizi-
de gegen Insekten oder Repellentien (Insektenabwehrmittel). Wirkstoﬀe gegen
Endoparasiten sind: Anthelminthika gegen Würmer und Antiprotozoika ge-
gen Einzeller.
Der Kontakt von Mikroorganismen zu subletalen Konzentrationen von an-
timikrobiellen Substanzen, Antibiotika inbegriﬀen, kann eine Antibiotikaresis-
tenz induzieren. Die übertriebene Verabreichung von prophylaktischen Anti-
biotikagaben, in der Humanmedizin und in der Aquakultur, ist ein wachsendes
Problem für die humane und animalische Gesundheit, sowie für die Umwelt
[Cab06]; zusätzlich die Umweltbelastung durch Abwässer. Diesbezüglich muss
die Aufmerksamkeit auf die Mechanismen der Übertragung der Antibiotikare-
sistenzen zwischen Bakterienspezies gelenkt werden. Dazu wurden von hohen
Raten des horizontalen Gentransfers in marinen Bakterien berichtet. Eine An-
tibiotikaresistenzbildung wurde in Fischen, marinen Säugern und Seevögeln so-
wie marinen Bakterien detektiert. Die Präsenz von Antibiotikaresistenzgenen
in marinen Ökosystemen könnte ein Indikator für die ökologische Veränderung
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sein, die durch die Präsenz von Pharmazeutika stattﬁndet. [GTH14]
Das marine Bakterium Phaobacter inhibens DSM 17395 toleriert im phä-
notypischen MicroArray ein bemerkenswert breites Spektrum von 55 unter-
schiedlichen Antibiotika.
Das Bakterium selbst ist auf Grund seines großen 262 kb-Chromids in der
Lage das Antibiotikum Tropodithietic Acid (TDA) zu synthetisieren [BBH+04]
[GBN+08] [BBL+12] [DZB10] [PWN+11] [BND14]. Dieses Antibiotikum be-
sitzt eine antikanzerogene Wirkung [WWGS16]. Es gibt bereits erste Bemü-
hungen P. inhibens DSM 17395 wegen des produzierten Antibiotikums als
Biozid bzw. probiotisches Bakterium einzusetzen, um den Resistenzbildungen
durch den enormen Einsatz von Antibiotika in der Lebensmittelindustrie ent-
gegen zu wirken [RGD+16].
Im Folgenden sind die Antibiotika gelistet, die von P. inhibens DSM 17395
im PM Experiment toleriert wurden. Die Einteilung wurde entsprechend des
Wirkungsmechanismus gewählt, der die 1. Hemmung der Zellwandsynthese
(Mureinsynthese), die 2. Hemmung der DNA- und RNA-Synthese oder die 3.
Hemmung der Proteinsynthese betriﬀt.
Hemmung der Zellwandsynthese (Mureinsynthese)
B-Lactame  Cephalosporine
Cephalosporine der ersten, zweiten, dritten, vierten und fünften Generation
verbindet ihr Wirkungsmechanismus. Cephalosporine der Ersten Generation
besitzen eine Wirksamkeit gegen Staphylokokken und gegen Beta-Lactamase-
Bildner. Ihre Wirksamkeit gegen gramnegative Bakterien ist eingeschränkt.
Die Zweite Generation zeichnet sich durch eine bessere Resistenz gegen Beta-
Lactamase, ein Enzym, mit dem sich einige Bakterien, insbesondere gramnega-
tive Stäbchenbakterien, gegen Beta-Lactam-Antibiotika schützen können, aus
[Fry81] Die Dritte Generation hat ein breiteres Wirkungsspektrum [ESSMR07].
Die Vierte [Gia99] und Fünfte Generation [BMK11] erfassen keine bedeuten-
den neuen Felder, sondern speziﬁzieren weitere Wirkungsspektren.
Alle derzeit auf dem Markt erhältlichen Cephalosporine sind nicht wirksam
gegen Enterokokken, da diese eine Primärresistenz aufweisen, die sogenannte
Enterokokkenlücke.
P. inhibens DSM 17395 tolerierte Cephalosporine aus der Ersten Generati-
on: Cefazolin [Fry81], der Zweiten Generation: Cefuroxime und Cefamandole
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Nafate [Fry81] und der Dritten Generation Cefotaxime, Ceftriaxone und Cef-
operazone [ESSMR07].
Dabei war der genetische Code des 262 kb-großen Chromids relevant für die
Toleranz gegenüber Cefotaxime, siehe Tabelle 5.10. Das große 262 kb-Chromid
in Kombination mit dem kleinen 65 kb-großen Chromid waren relevant für die
Toleranz gegenüber Ceftriaxone, Cefazolin und Cefuroxime siehe Tabelle 5.20.
In einer Sonderreaktion zeigte sich die Toleranz gegenüber Cefoperazon und
Cefamandole, siehe Tabelle 5.31.
B-Lactame  Monobactame
Die von verschiedenen meist Boden-Bakterien produzierten monozyklischen
Beta-Lactam-Antibiotika weisen relativ geringe antibiotische Aktivität auf.
Das auf der Grundlage natürlicher Monobactame synthetisierte Aztreonam ist
dagegen hochaktiv gegenüber den meisten getesteten gramnegativen Bakterien
und ist in seinem Spektrum ähnlich zu dem von Gentamicin und Tobramycin,
beides Aminoglykoside. Außerdem ist es resistent gegenüber den meisten Beta-
Lactamasen. [BH91]
Der genetische Code des Chromsoms und/ oder des 78 kb-großen Chromids
war maßgeblich für die Toleranz gegenüber Aztreonam, das in der Behandlung
von Infektionen mit gramnegativen, aeroben Bakterien eingesetzt wird. siehe
Tabelle 5.28.
B-Lactame  Penicilline
Penicilline hemmen die bakterielle Zellwandsynthese durch Bindung an pe-
nicillinbindende Proteine (PBP). Zu den PBP gehören die Transpeptidasen,
welche für die Quervernetzung von Peptidoglykanketten während der Zellwand-
synthese verantwortlich sind. [Pharma Wiki] Die Entdeckung von Penicilinen,
die konsequente Weiterentwicklung, die großen Produktionsmethoden der Mi-
krobiologie und der resultierende globale Impact der klinischen Studien und
Praxis geben den Penicillinen eine besondere Bedeutung [KD11].
Das große 262 kb-Chromid in Kombination mit dem kleinen 65 kb-großen
Chromid waren relevant für die Toleranz gegenüber der Breitbandantibiotika
Piperacillin und Ampicillin, siehe Tabelle 5.21.
Fosfomycin
Fosfomycin, auch Phosphomycin, ist ein Breitband-Antibiotikummit Epoxid-
Struktur. Chemisch betrachtet ist es mit keinem anderen Antibiotikum ver-
wandt. Es hat eine bakterizide Wirkung durch die Hemmung der Zellwand-
biosynthese auf Grund eines anderen Mechanismus als bei den Beta-Lactam-
135
Antibiotika. Sein Wirkungsspektrum bezieht sich auf Staphylokokken, Gono-
kokken, Haemophilus inﬂuenzae, Salmonellen, Shigellen, E. coli und Proteus
mirabilis. [BW98]
Das große 262 kb-Chromid zeigte sich als relevant für die Toleranz gegenüber
Phosphomycin, siehe Tabelle 5.10.
Glykopeptide
Glykopeptide ist eine Bezeichnung für kleinere Glykoproteine, die im Tier-
und Pﬂanzenreich eine weit verbreitet Gruppe sind. Sie sind charakteristisch
für die sezernierten, d.h. von Drüsen oder anderen Flüssigkeiten sezernierenden
Zellen abgegebenen extrazellulären oder an Oberﬂächenstrukturen gebundenen
Proteine, zu denen zahlreiche Enzyme, die meisten Proteohormone, Plasma-
proteine, alle Antikörper, Komplementfaktoren Blutgruppen- und Schleim-
substanzen, sowie viele Membranproteine und Lektine zählen. Glykoproteine
sind kovalente Komplexe aus Polypeptidketten und meist mehreren kurzen He-
terosaccharidketten. Auf Grund ihrer hohen Viskosität haben sie eine Schmier-
und Schutzfunktion, z.B. gegen proteolytische Enzyme, sowie eine Inhibitor-
wirkung gegen Bakterien und Viren. Glykoproteine sind mitverantwortlich für
zelluläre Erkennung von Fremdgewebe und können an der tumorspeziﬁschen
antigenen Aktivität beteiligt sein. Bei allen erwähnten Glykogenproteinfunk-
tionen soll der Kohlenhydratanteil die Rolle eines Erkennungssignals für einen
Rezeptor spielen. Bei der Glykoproteinsynthese fungiert der Kohlenhydratan-
teil als Erkennungssignal zur Sekretion der Glykoproteine. [BW98]
Im Ergebnis des phänotypischen MicroArrays war der genetische Code des
262 kb-großen Chromids relevant für die Toleranz gegenüber Bleomycin, siehe
Tabelle 5.10. Das kleine 65 kb-große Chromid zeigte eine Relevanz für die
Toleranz gegenüber Phleomycin, siehe Tabelle 5.15.
Polypeptide
Polypeptide oder antimikrobielle Peptide (AP) werden von einer Vielzahl
von Organismen als ein Teil einer nicht-speziﬁschen Immunabwehr produziert.
Viele AP haben ein großes Wirkungsspektrum gegen grampositive und gramne-
gative Bakterien, Viren, Pilze und Parasiten. [BB11]
Das PM ergab eine Toleranz gegenüber Capreomycin und Colistin, die sich
auf die genetische Information des großen 262-kb Chromids bezieht, siehe Ta-
belle 5.11. Das große 262 kb-Chromid in Kombination mit dem kleinen 65
kb-großen Chromid waren relevant für die Toleranz gegenüber der Polypetide
8-Hydroxychinolin und Polymyxin B, siehe Tabelle 5.21.
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Sulfonamide
Sulfonamide sind Zellinhibitoren, die nicht nur Bakterien sondern Zellen
aller Art inhibieren [Hen43]. Es handelt sich um eine Sammelbezeichnung
für Amide aromatischer Sulfonsäuren, die vor allem als antibakterielle Che-
motherapeutika, orale Antidiabetika, Diuretika und Carbonanhydrasehemmer
therapeutische eingesetzt werden. Sie besitzen eine Wirkung auf proliferative
Bakterien durch Hemmung der Folsäuresynthetase, z.T. auch durch Inaktivie-
rung anderer Enzyme mit nachfolgender Hemmung des Bakterienstoﬀwech-
sels. Sie haben ein relativ breites Wirkungsspektrum gegen grampositive und
gramnegative Bakterien bei zunehmender Resistenzentwicklung, ferner gegen
bestimmte Protozoen. [Psc02]
Im PM-Ergebnis war der genetische Code des 262 kb-großen Chromids re-
levant für die Toleranz gegenüber Sulfanilamide, siehe Tabelle 5.11. Das große
262 kb-Chromid in Kombination mit dem kleinen 65 kb-großen Chromid wa-
ren relevant für die Toleranz gegenüber Sulﬁsoxazol, Trimethoprim, Sulfadia-
zin, Sulfamethazin, Sulfamethoxazol und Sulfathiazol, siehe Tabelle 5.23. In
einer Sonderreaktion zeigte sich die Toleranz gegenüber Sulfamonomethoxin
und Sulfachloropyridazin, siehe Tabelle 5.31.
Thionamide
Thioamide, Ethionamid und Prothionamid, sind klinisch eﬀektiv in der Be-
handlung von komplexen Infektionen durch Mycobacterium tuberculosis, M.
leprae und M. avium. Obwohl Thioamide eher sekundär bei Tuberkulose ge-
nutzt werden, steigt ihr Gebrauch durch die Entwicklung von Multiresistenzen
in der Therapie von Tuberkulose. Trotz der weit verbreiteten Nutzung in der
Behandlung von Lepra und Tuberkulose, ist der präzise Wirkungsmechanismus
noch nicht aufgeklärt. [WLG+07]
Der genetische Code des Chromsoms und/ oder des 78 kb-großen Chromids
war maßgeblich für die Toleranz gegenüber Ethionamid, siehe Tabelle 5.29.
Hemmung der DNA- und RNA-Synthese
Chinolone
Chinolone wurden vor mehr als 50 Jahren entdeckt. Seitdem gab es be-
trächtliche Fortschritte im Verständnis der molekularen Mechanismen gegen-
über pathogenen Bakterien mit dem Wirkprinzip der Gyrasehemmung. Chi-
nolone binden in der Bakterienzelle an den Komplex des Enzyms Gyrase und
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DNA. Sie verhindern dadurch das Wieder-Zusammenfügen eines geschnitte-
nen DNA-Strangs durch das Enzym, welches für das Supercoiling der DNA
verantwortlich ist. Die Bakterien sind deshalb nicht mehr in der Lage sich
zu vermehren, die bewirkten DNA-Strangbrüche haben wahrscheinlich direkt
tödliche Wirkung. [And05] Des Weiteren werden Chinolone besonders gegen
Organismen eingesetzt, die gegenüber anderen Antibiotika resistent geworden
sind (Antibiotika-Resistenz) [Fre99].
Dabei war der genetische Code des 262 kb-großen Chromids relevant für
die Toleranz gegenüber Norﬂoxacin, Nalidixinsäure und Cinoxacin, siehe Ta-
belle 5.11. Das große 262 kb-Chromid in Kombination mit dem kleinen 65
kb-großen Chromid waren relevant für die Toleranz gegenüber Ciproﬂoxacin,
Oxolinsäure, Enoxacin Lomeﬂoxacin, Oﬂoxacin und Pipemidsäure, siehe Ta-
belle 5.22.
Nitrofurane
Nitrofurane, einst für die Behandlung von bakteriellen Infektionen in der
Viehhaltung verwendet, wurden 1995 wegen ihrer Karzinogenizität in den Re-
siduen des essbaren Gewebes in der Europäischen Union verboten. Der Meta-
bolismus von Nitrofuranen ist wenig dokumentiert. Der vermutete Mechanis-
mus verläuft über die Spaltung des Nitrofuranrings, die eine kovalente Bindung
zum Gewebe ermöglicht. [VHF08]
Das kleine 65 kb-große Chromid war bedeutsam für die Toleranz gegenüber
Nitrofurazone, siehe Tabelle 5.15. Das große 262 kb-Chromid in Kombinati-
on mit dem kleinen 65 kb-großen Chromid waren relevant für die Toleranz
gegenüber Furaltadon und Nitrofurantoin, siehe Tabelle 5.21.
Nitroimidazole
Nitroimidazole sind in zweierlei Hinsicht von Bedeutung: Durch ihr Wir-
kungsspektrum gegen grampositive und gramnegative Bakterien, Protozoen,
Enthelminthen und hypoxische Tumore; Und des Weiteren durch die geringe
Resistenzbildung gegen Anaerobia [Edw93].
P. inhibens DSM 17395 zeigte gegenüber dem Antiprotozoikum Ornidazole
eine Toleranz. Dabei war der genetische Code des 262 kb-großen Chromids
relevant, siehe Tabelle 5.11. Dieses Antiprotozoikum kann nach einer Darm-
resektion bei Morbus Crohn angewendet werden [RVV+05]. Das große 262
kb-Chromid in Kombination mit dem kleinen 65 kb-großen Chromid waren
relevant für die Toleranz gegenüber 2-Nitroimidazol, siehe Tabelle 5.21. Der
genetische Code des Chromsoms und/ oder des 78 kb-großen Chromids war
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maßgeblich für die Toleranz gegenüber Tinidazol, siehe Tabelle 5.28.
Hemmung der Proteinsynthese
Aminoglykoside
Aminoglykoside werden von Streptomyces-Arten (Streptomycetaceae) oder
Micromonospora-Arten (Micromonosporaceae) gebildet und sind bakterizide
Breitspektrum-Antibiotika mit breitem Wirkspektrum im gramnegativen Be-
reich [Fre99].
Aminoglykoside binden an die bakterielle 30S-ribosomale Untereinheit, sel-
ten auch an die 50S-Untereinheit, und inhibieren die Translokalisation der
peptidyl-tRNA von der A-Seite zur P-Seite, was eine fehlerhafte Ablesung der
mRNA zur Folge hat [Whe84], die z.B. dazu führen kann, dass defekte Pro-
teine in die Zellmembran des Bakteriums eingebaut werden, was zur Lyse des
Erregers führen kann.
Der genetische Code des 262 kb-großen Chromids zeigte sich als relevant für
die Toleranz gegenüberHygromycin B, Streptomycin als 1944 erstes Aminoglykosid-
Antibiotikum, Amikacin, Geneticin und Apramycin, siehe Tabelle 5.10. Das
kleine 65 kb-große Chromid war bedeutsam für die Toleranz gegenüber Dihy-
drostreptomycin, siehe Tabelle 5.15. Das große 262 kb-Chromid in Kombination
mit dem kleinen 65 kb-großen Chromid waren relevant für die Toleranz ge-
genüber Tobramycin, Paromomycin, Sisomicin, Gentamicin, Kanamycin und
Neomycin , siehe Tabelle 5.19 und Tabelle 5.20.
Tetrazykline
Tetrazykline werden von Bakterien der Gattung Streptomyces produziert.
Als erster Vertreter der Tetrazykline wurde 1948 Chlortetrazyklin isoliert.
Tetrazykline binden an die bakterielle 30S ribosomale Untereinheit und in-
hibieren die Translokalisation der aminoacyl-tRNA zum mRNA-Ribosomen
Komplex. So kommt es zur fehlerhaften Ablesung und in der Folge zu fehler-
haften Zellwänden. [NL11]
Das große 262 kb-Chromid in Kombination mit dem kleinen 65 kb-großen
Chromid waren relevant für die Toleranz gegenüber Tetrazyklin, siehe Tabel-
le 5.22.
Lincosamide
Lincosamide wirken gegen grampositive Bakterien und gegen Protozoen.
Sie werden beispielsweise bei Malaria therapeutische genutzt.
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Licosamide binden an die bakterielle 50S-ribosomale Untereinheit der rRNA
und inhibieren somit die Proeteinbiosynthese. [RSS07]
Das große 262 kb-Chromid in Kombination mit dem kleinen 65 kb-großen
Chromid waren relevant für die Toleranz gegenüber Lincomycin, siehe Tabel-
le 5.20.
6.3.14 PM - unklassiﬁzierte Chemikalien
Die Toleranz P. inhibens DSM 17395 gegenüber Substraten, die nicht in über-
geordnete Klassen einzuordnen waren, erstreckte sich im PM-Experiment über
zehn Substanzen.
Dabei war der genetische Code des 262 kb-großen Chromids relevant für
die Toleranz gegenüber Diamide, Thiosalicylate und Disulphiram, siehe Ta-
belle 5.13. Die Kernenzyme für die Toleranzen sind weiterhin in Tabelle 5.1
gelistet. Bei allen drei Substraten handelt es sich um schwefelhaltigen Sub-
stanzen.
Diamide ist ein Sulfhydryl-Reagenz das Sulfhdrylgruppen zu ihrer Disul-
ﬁdform oxidiert. Es ist ein Radiosensitizer, ein Pharmakon, das nach seiner
Verabreichung selektiv die Empﬁndlichkeit von bösartigen Tumorzellen gegen-
über ionisierender Strahlung erhöht. [War07]
Thiosalicylate ist ein Schwefelanalogon der Salicylsäure, wobei die pheno-
lische Hydroxygruppe durch eine Thiolgruppe (Mercaptogruppe) ersetzt ist
[Psc02].
Disulphiram, auch Tetraethylthiuramdisulﬁd (TETD), (Handelsname Antabus R©)
ist ein Arzneistoﬀ, der als Entwöhnungsmittel bei Alkoholabhängigkeit ange-
wendet werden kann [Psc02].
Der genetische Code des kleinen 65 kb-Chromids war relevant für die Tole-
ranz gegenüber Procain, einem Lokalanästhetikum vom Ester-Typ [PubChem],
siehe Tabelle 5.15.
Das große 262 kb-Chromid in Kombination mit dem kleinen 65 kb-großen
Chromid waren relevant für die Toleranz gegenüber Lidocain, 2,4-Diamino-6,7-
diisopropylpteridin, 18-Crown-6-Ether und Semicarbazid, siehe Tabelle 5.24
und Tabelle 5.25.
Lidocain ist ein örtlich wirksames Betäubungsmittel (Lokalanästhetikum)
vom Typ der Amide. Es wirkt ferner als Klasse Ib-Antiarrhythmikum bei ta-
chykarden Herzrhythmusstörungen. [PubChem]
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Bei 2,4-Diamino-6,7-diisopropylpteridin handelt es sich um ein Antibioti-
kum [SM84].
18-Krone-6-ether ist ein makrozyklischer Polyether. Diese vermögen auf-
grund ihrer Konstitution im Zentrum des Ringes Metall-Ionen zu binden. Die
Bezeichnung Kronether wurde gewählt, weil alle Sauerstoﬀatome das Metall-
Ion kranz- oder kronenartig umgeben und an der koordinativen Bindung des
Metall-Ions beteiligt sind. Kronether werden als Modellsysteme für Alkalicar-
rier in der Membranchemie und aufgrund ihrer Löslichkeit in organischen Lö-
sungsmitteln für milde Oxidationen von Alkenen, Alkylbenzolen und Aldehy-
den mit Kaliumpermanganat in Benzol sowie für die Phasentransferkatalyse
verwendet. [Fre99]
Semicarbazide auch N-Aminoharnstoﬀ, ist eine chemische Verbindung und
ein Derivat des Harnstoﬀs. Nachweisreagens für Ketone und Aldehyde. Mit
diesen Verbindungsklassen bildet Semicarbazid schwerlösliche Semicarbazone.
[Fre99]
Der genetische Code des Chromsoms und/ oder des 78 kb-großen Chromids
war maßgeblich für die Toleranz gegenüber Kristallviolett, einem Farbstoﬀ,
der z.B. alsNachweisreagens zur Gramfärbung von grampositiven Bakterien
verwendet wird, siehe Tabelle 5.29.
In einer Sonderreaktion zeigte P. inhibens DSM 17395 ohne das kleine 65
kb-Chromid eine Toleranz gegenüber Compound 48/80, die weder beim Wild-
typ noch bei anderen Mutanten auftrat, siehe Tabelle 5.32. Ungewöhnlicher-
weise kann das Meeresbakterium ohne die genetische Information des kleinen
Chromids die Chemikalie tolerieren.
Bei dem Substrat Compound 48/80 handelt es sich um ein Polymer, das
durch die Kondensation von N-Methyl-p-Methoxyphenethylamin mit Formal-
dehyd entsteht. Compound 48/80 setzt Histamin frei (Histaminliberator)
und wird in dieser Eigenschaft zur Entleerung der cytoplasmatischen Granula
von Mastzellen in den extrazellulären Raum genutzt. [RAU71]
Möglicherweise werden durch die Exkretion des kleinen Chromids Schutzme-
chanismen in Bezug auf das biogene Amin Histamin aktiviert, die im Phänotyp
der anderen Mutanten oder des Wildtyps nicht verwendet werden.
Kapitel 7
Fazit
Das Meeresbakterium Phaeobacter inhibens DSM 17395, ehemals Phaeobac-
ter gallaeciensis, gehört der Roseobacter -Klade an und wurde ausgehend vom
Genotyp, einem Chromosom und drei extrachromosomale Elementen  klassi-
ﬁziert als Chromide, ehemals Plasmide , auf seinen Phänotyp hin untersucht.
Neben der Erkenntnis über die unabdingbare geno- und phänotypische Re-
levanz des großen 262 kb-Chromids und besonders des kleinen 65 kb-Chromids
zur Fähigkeit für die Bioﬁlmbildung, die im Vergleich zu anderen Vertretern
der Roseobacter -Klade herausragend ist, kamen positive Ergebnisse des pri-
mären und sekundären Stoﬀwechsels von P. inhibens DSM 17395 zu bereits
erforschten Substraten, wie im Entner-Doudoroﬀ-Stoﬀwechselweg oder dem
Citrat-Zyklus, sowie neuen Substraten, im Rahmen von Gärungs- und Verwe-
sungsprozessen, hinzu.
Die Untersuchung der Chemikalien, die durch die genetische Information
des Bakteriums P. inhibens DSM 17395 toleriert wurden, ergab ein breites
Spektrum von 164 unterschiedlichen Substanzen. Des Weiteren konnte durch
die Diskriminanzanalyse die Bedeutung der Chromide des Bakteriums für die
Chemikalientoleranzen detektiert werden. Die größte Bedeutung war bei der
Kombination der genetischen Information des 262 kb-Chromids und des 65
kb-Chromids zu verzeichnen: 69 positive Reaktionen. 40 positiven Reaktio-
nen resultierten aus der genetischen Information des großen 262 kb-Chromids.
Die genetische Information des kleinen Chromids ergab 8 positive Ergebis-
se und der genetische Code des Chromosoms und/ oder des 78 kb-großen
Chromids folgerte 26 positive Reaktionen. Ferner gab es 21 Sonderreaktio-
nen. Folglich konnten insgesamt 117 positive PM-Ergebnisse auf die gene-
141
142
tische Information des großen und/ oder des kleinen Chromids zurück ge-
führt werden, was die Bedeutsamkeit der Chromide von P. inhibens DSM
17395 in Bezug auf die Toleranz gegenüber Chemikalien deutlich macht. Zu
den tolerierten Chemikalien gehören Substanzen der Klassen der Biozide,
Metabolite, Sekundärmetabolite, Aminosäuren in Verbindung mit dem
pH-Wert Bereich, Aromaten, anorganische Substrate, halogenhalti-
ge Substrate, Psychopharmaka, Antiseptika und Zytostatika der Un-
terklassenAlkylazien, Antimetabolite undAntibiotika. Unter den Chemi-
kalien ﬁnden sich auch hoch toxische Substanzen wie Hexachlorophen wider,
dessen Abbauprodukt (2,3,7,8-substituiert tetrachloriertes Dibenzo-p-dioxin)
als giftigste bisher synthetisierte Substanz klassiﬁziert ist. Neben zahlreichen
Chromid-kodierten Multidrogen- und Pheromontransportern, kodieren
auch Chromid-lokalisierteRegulatoren sowiemultiple Antibiotikaresistenz-
Regulatoren im Genom von P. inhibens DSM 17395. Diese Genomsequenzen
könnten maßgeblich für das Toleranzverhalten des Meeresbakteriums gegen-
über den zahlreichen Chemikalien verantwortlich sein. Zusätzlich scheint die
Präsenz des großen 262 kb-Chromids in Kombination mit dem kleinen 65 kb-
Chromid eine wichtige Bedeutung zu haben. Bei einigen Substraten, wie z.B.
bei der Buttersäure, kam es zu Sonderreaktionen, bei denen das Bakterium
ohne das jeweilige Chromid stärker reagierte bzw. resistenter war. Bei die-
sem Substrat ergab das phäenotypische MicroArray für die Mutante ohne das
große 262 kb-Chromid eine positive Respirationskurve. Der Wildtyp und die
anderen Mutanten hingegen zeigten negative Ergebnisse. Dies könnte durch
die jeweilige Substanz, also Lebensbedingung, getriggert worden sein, die das
Bakterium zu Stoﬀwechselvorgängen anregt, die unter normalen Umständen
keine Bedeutung haben.
Die Chromid-kodierte Vielfalt der tolerierten Substanzen und die ebenfalls
Chromid-kodierte Fähigkeit zur Bioﬁlmbildung könnten im Zusammenhang
stehen, da eine Bioﬁlm-Matrix von Bakterien nicht nur als Verdauungs- und
Recyclingmöglichkeit, sondern auch als Schutzwall gegen Austrocknung, ange-
reicherte Biozide, einige Antibiotika, metallische Kationen, Ultraviolette Strah-
lung, viele Protozoen und als eine Immunabwehr genutzt wird.
Zu fast allen Chemikalien gibt es bereits Studien, die eine Präsenz der häu-
ﬁg toxischen Substrate in unterschiedlichen Teilen der Weltmeere nachweisen,
so dass eine Toleranzbildung gegenüber der Vielfalt an Chemikalien relevant
für das Überleben des Meeresbakteriums erscheint. Die Ausbildung von To-
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leranzen diesen Ausmaßes scheint zunächst erschreckend und im Hinblick auf
die Unwirksamkeit von unterschiedlichen Antibiotika durch eine Resistenzbil-
dung auch bedrohlich für Mensch und Tier, jedoch kann das Meeresbakterium
Phaeobacter inhibens DSM 17395 durch seine genetische Ausstattung, insbe-
sondere der Chromide als adaptive genomische Strukturen, auch in verschmut-
zen Teilen unserer Weltmeere sein Wirkungsspektrum zur Regeneration und
dem Fortbestehen des Ökosystems nutzen.
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